Incorporación del DNA bacteriano en el genoma vegetal by Sánchez Serrano, José Juan
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
 FACULTAD DE CIENCIAS BIOLÓGICAS
TESIS DOCTORAL
MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
 PRESENTADA POR 
 José Juan Sánchez Serrano
Madrid, 2015
© José Juan Sánchez Serrano, 1984
Incorporación del DNA bacteriano en el genoma vegetal 
 Departamento de Genética
Jose Juan Sanchez Serrano 
1111111111111 
* 5 3 0 9 8 6 2 8 3 2 * 
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE 
INCORPORACION DEL DNA BACTERIANO EN E L GENOMA VEGETAL 
Departamento de Genetica 
Facultad de Ciencias Bior6gicas 
Universidad Complutense de Madrid 
1984 
005 
Coleeeion Tesis Doctorates. N~ 5/84. 
@ Jos~ Juan S'nchez Serrano 
Ed!ta e imprime la Editorial de la Universidad 
Complutense de Madrid. SerTieio de Reprograf!a 
·NoYieiado, 3 Madrid-8 
Madrid, 198 .4 
Xerox 9200 XB ~80 
Deposito Legal: M-39676-1983 
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
CAtedra de Gen~tica. Facultad 
de Ciencias Biol6gicas. 
JNCORPORACION DE DlJA BACTERIAl-tO EN EL GENOMA VEGETAL 
Tesis Doctoral presentada por 
Jose Juan SAnchez Serrano 
. II L· I . 
;"'q.· /fUk y {!14"-~ 
ii I u I 




































































































1 - INTRODUCCION 
2 - MATERIALES Y METODOS 
2.1 Medios de cultivo 
2.2 So1uci6nes tamp6n 
2.3 Soluciones M~todo Birnboim 
2.4 Soluciones H~todo Southern 
2.5 Soluciones nick translation 
2.6 Soluciones aislamiemto !UTA 
2.7 Soluciones sintesis eDNA 
2.8 Bacterias 













2.10 Sensibilidad a agrocina 84 23 
2.11 Producci6n de cetolactosa 24 
2.12 Catbolismo de opinas 25 
2.13 CUltivo de tejidos 26 
2.14 Detecci6n de opinas 26 
2.14.1 Detecci6n de agropina 26 
2.14.2 Detecci6n de octopina y nopalina 27 
2.15 PlAsmidos 28 
2.15.1 Determinaci6n de la presencia de 
pl~smidos 






2.15.3 caracterizaci6n de plAsmidos 32 
2.16 Homologias entre plAsmidos 37 
2.16.1 Transferencia de DNA a £iltros 
de nitrocelulosa 37 
2.16.2 Preincubaci6n de los £iltros 38 
2.16.3 Marcaje radiactivo de DNA 38 
2.16.4 Hibridaciones 39 
2.17 Homologias RNA-DNA 40 
2.17 .1 Extracci6n de rutA 40 
2.17.2 sintesis y aislamiento de eDNA 41 
2.17.3 Hibridaci6n con eDNA 42 
3 - RESULTADOS 44 
3.2 Inoculaciones 52 
3.3 Cultivo de raices 52 
3.4 Presencia de opinas en raices inducidas 
por A. rhizogenes 15834 55 
3.5 Plasmidos en A. rhizogenes 57 
3.6 Homologias entre pRi15834 y pTiC58 63 
3·7 Homologias entre pRi15834 y pTiACHS 78 
3.8 Transcripci6n de DlTA bacteriano en 
raices inducidas por A. rhizogenes 
15834 89 
3.8.1 Extracci6n de RNA de raices 89 
3.8.2 Preparaci6n <1el eDNA 90 
3.8.3 Hibridaci6n cDNA-DliA pRi15334 91 ~l 
IV 
pAgina 
4 - DISCUSION 100 
5 - RESUtJIB.'N 116 
6 - BIBLIOGRAFIA 119 
v 
En primer lugar deseo agradecer la colabo-
raci6n del personal del Institute Jaime Ferr!n de Nicrobiolog1a 
del c.s.I.c., donde se ha realizado este trabajo, as! como a su 
Director Dr. Gonzalo Sierra, por las facilidades dadas para la 
ejecuci6n del mismo. 
As! mismo quiero agradecer al Prof. Dr. J. 
R. Lacadena, CatedrAtico de Gen~tica de la Facultad de Ciencias 
Biol6gicas de la Universidad Complutense de Hadrid, que tan a-
mablemente nos ha aconsejado y aceptado la ponencia de la Te-
sis. 
Muy especialmente deseo dar las gracias a 
la Dra. Ramona BeltrA Martinez de Velasco, Investigador Cient1-
£ico y Jefe del Laboratorio de ~~ores Vegetales, quien al di-
rigir esta Tesis ha hecho posible su realizaci6n. 
Deseo expresar mi gratitud hacia Emi Li~ba 
na yPili Marcilla por la ayuda prestada a lo largo de este tra 
bajo, asi como a Juan Carlos, de Fotogra£1a, sin cuya ayuda nun 
ca se hubiera acabado. 
Agradezco sincera.r.tente a los Profs. Dr.narc 
Van ~tontagu y Dr. Jeff Schell su completa ayuda y colaboraci6n 
en este trabajo, llevado a cabo en parte en los laboratories 
que dirigen en la Rijksuniversiteit de Gante (B~lgica) y en el 
Hax Planck Insti tut fUr ZUchtungsforschung de Colonia (Alemania) 
a cuyo personal quiero agradecer su colaboraci6n continua y des-
inte~esada. De manera especial gracias a Ria, a Gilbert Engler, 
VI 
Jean Pierre Hernalsteens y Guido De Vos, as1 como a Conie, Ellen, 
Gisi y wolfgang. Gracias tambi~n a Csaba roncz por multitud de 
consejos. 
No quiero terminar sin agradecer a Nino Vi-
llarroel y Lothar Willmitzer todo el trabajo que han realizado 
conmigo y la cantidad de tiempo y esfuerzo que me han dedicado. 
Por ~ltimo, gracias a Jes~s y a Paco por su 




Existen diversas interacciones de bacterias 
con plantas caracterizadas por la £ormaci6n de hiperplasias, v~ 
rian~~ ~stas segdn la especie bacteriana que las causa. En to-
das ellas se ha determinado la participaci6n de plAsmidos bac-
terianos en procesos fundamentales•para el establecimiento y 
mantenimiento de la relaci6n entre la bacteria y la planta. 
Bacterias del g~nero Rhizobium originan la 
£ormaci6n de abultamientos o n6dulos al infectar raices de pl~ 
tas leguminosas, que engloban a los bacteroides de Rhizobium. 
Estes n6dulos permiten mantener un microambiente favorable para 
el Euncionamiento de las nitrogenasas, produc1endose as1 la fi-
jaci6n del N2 atmos£~rico. En la organizaci6n de los n6dulos in 
tervienen determinantes gent!ticos, tanto de la planta como de 
la bacteria. Aunque los genes directamente implicados en la fi-
jaci6n del nitr6geno (Nil) se situan agrupados en el cromosoma 
bacteriano (90),otros genes que participan en Eunciones cone-
xas, como los relacionados con la capacidad de nodular (Nod), 
o con el reciclaje del hidr6geno liberado por las nitrogenasas 
(HUp), pueden venir codificados en elementos extracromos6micos 
(10). 
La tuberculosis del olivo, producida por 
Pseudomonas savastanoi, es una en£ermedad muy extendida en la 
zona mediterr!nea, cuyos sintomas son la aparici6n de engrosa-
mientos o tub~rculos en las ramas j6venes. Estes tub~rculos pa-
recen actuar como reservorios para proteger la bacteria de las 
condiciones adversas y £avorecer nueva3 infecciones en el si-
guiente ciclo anual (83). Parece ser que el desarrollo de los 
tub~rculos es debido a la s!ntesis, por accion de la bacteria, 
de Acid.o indol 3-ac~tico (AIA), (4), que provocaria el agran~ 
miento celular y el aumento de la tasa de multiplicaci6n. La 
3 
sintesis de los enzimas que catalizan el paso de tript6£ano a 
tndolacetamida, (tript6£ano 2 monooxigenasa), y de ~sta a AlA, 
(indolacetamida hidrolasa},.viene codificada, en las estirpes 
estudiadas, en un pl!smido con un peso moleeular de 34 megada! 
tons (Md), cuya eliminaci6n convierte la bacteria en avirulen-
ta ( 17). 
La "escoba de bruja" es una en.Ee:nnedad PI'2, 
ducida por Corynebacterium fascians, caracterizada por la p~­
dida de la dominancia apical, aparici6n de numerosas yemas y 
engrosamiento de los entrenudos; estos sintomas vienen origin~ 
dos por la acciOn de citokininas sintetizadas por la bacteria 
(80), habi~dose demostrado la relaci6n entre la presencia de 
plAsmidos y la virulencia de la estirpe. 
varias especies del g~nero Agrobacterium 
son pat6genas para la mayoria de las Dicotiledoneas; as1, A. 
twmefaciens es el causante del crown gall o agallas en corona, 
con aparici6n de hiperplasias de naturaleza tumoral; A. rhizo-
genes induce el hairy root, caracterizado por la proli£eraci6n 
de raices en el punto de in£ecci6n y A. rubi forma pequenas p~ 
liferaciones en varios g~eros de plantas (6). 
A di£erencia de los procesos causados por 
Rhizobium y Pseudomonas, Las hiperplasias inducidasporA• tu.o. 
.. -
me£aciens son debidas a una trans£ormaci6n tumoral de la c~lu-
la vegetal. Las estirpes virulentas de A. tumefaciens son por-
tadoras de un plAsmido ( Ti: tumor inducing) , cuyo tamafto osci-
la entre los 95 y 156 Md (114}, una parte del cual, denominada 
regiOn T, se incorpora al genoma vegetal, donde se integra de ~, 
una manera estable (14). La eliminaci6n del plAsmido, por me-
diode agentes intercalantes, como el bromuro de etidio (68), 
o cultivando la bacteria en temperaturas supra6ptimas (40}, con 
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duce a la p~rdida de virul.encia, siendo recuperada a1 reintro-
ducir el pl~smido. 
En la regi6n T, ademAs de los genes neee-
sarios para la inducci6n y mantenimiento del estado tumoral, ! 
parecen otros que dirigen la stntesis de nuevos compuestos no 
presentes en plantas sanas; adem~s, la estirpe inductora del 
tumor es capaz de catabolizar estos compuestos, mediante la a-
cci6n de enzimas codificados tambi~ en el plAsmido Ti, ·utili-
zAndolos como Puente dnica de carbone y/o nitr6geno (9). Por 
'dl timo, es tos nuevos compuestos, denominados generic amen te op,! 
nas (100), son tambi~n capaces de promover la conjugaci6n del 
pl!smido Ti {88) que normalmente no es transmisible, £avore-
ciendo su diEusi6n bacia otros Agrobacterium no portadores de 
pl!smidos y por tanto avirulentos. De esta manera, la bacteria 
desvia, mediante la integraci6n del T-DNA, las rutas metab6li-
cas de la plantas hacia la formaci6n de sustancias que solo e-
lla puede catabolizar, creando asi un microambiente favorable 
a las bacterias portadoras de plAsmidos, ayudando a la disemi-
naci6n de ~stos, lo que posibilita nuevas in£ecciones. Todo e! 
te conjunto de sucesos constituye una nueva forma de parasiti~ 
mo bacteriano que ha sido denominado colonizaci6n genetica {92). 
Un papel clave en el mantenimiento del sis 
tema viene desempeftado por las opinas, cuya s1ntesis en la 
planta viene dirigida por DNA bacteriano. Se considera actual-
mente que existen tres grupos diferentes de opinas {57), vi-
niendo determinado por el tipo de plAsmido de la estirpe indue 
tora el grupo que se va a sintetizar en el tumor. Asi, las ba£ 
terias portadoras de un plAsmido que origina la sintesis de u-
na determinada clase ~e opinas, es capaz de utilizar esos mis-
mos compuestos como Puente exclusiva de energf.a. Un primer ~ 
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po de opinas son sintetizadas por la acci6n de la lisopina de-
hidrogenasa (87) que condensa piruvato con un amino!cido bAsi-
co: arginina para .fonnar octopina (75), lisina para £ormar li-
sopina (70), histidina, apareciendo histopina (55) y ornitina, 
originando Acido octopinico (76). El segundo grupo de opinas 
es debido a la acci6n de la nopalina sintetasa (56) que conde~ 
sa al.fa cetoglutarato con arginina formando nopalina (38) o 
con ornitina .formando el !cido nopa11nico (33, 97). El tercer 
grupo presenta un dnico compuesto denominado agropina (34), 
que tambi~n aparece en los tumores .formados por estirpes tipo 
octopina. Su ruta biosint~tica no estA todavia dilucidada. si 
bien se apunta la posibilidad de una condensaci6n de una aldo-
hexosa con !cido glutAmico (19) o algdn derivado de ~ste. 
Puede considerarse que Aebacterium tunle-
.faciens realiza naturalmente una manipulaci6n gen~tica de las 
plantas en su propio bene.ficio. La introducci6n en la c~lula 
vegetal de genes .favorables para el hombre es un dP- los obje-
tivos cient1.ficos prioritarios, basado en el desarrollo de las 
t~cnicas de ingenieria gen~tica. Se pueden considerar dos vee-
tares candidates actualmente para la introducci6n de tales ge-
nes en plantas: el pl!smido Ti y el virus del mosaico de la co 
liflor (CaMV). La dotaci6n. gen~tica de este 111 timo es una mo-
l~cula de DNA bicatenario de 4.5-5.0 Md (49), que presenta 
tres zonas espec1£icas de cadena simple (105) tras su aisla-
miento. Sin embargo, no se ha demostrado que este DNA se inte-
gre de manera estable en el genoma vegetal, por lo que su uti-
lizaci6n para la implantaci6n de nuevos genes seria muy probl~ 
m~tica. 
~na parte del pl~smido Ti se integra en la 
c~lula vegetal (103, 112, 115) donde se transcribe (29) y tra-
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duce {93, 94}. Para su utilizaci6n en la introducci6n de nue-
vas secuencias de DNA en la planta se necesita saber m~s acer 
ca de su emplazamiento, los procesos que in.Eluyen en su trans-
crici6n y c6mo se produce ~sta, asi como cual es la acci6n que 
ejercen las proteinas por ~1 sintetizadas, que conducen a la 
implantaci6n y mantenimiento del estado tumoral. Un punta a es 
tudiar son los sistemas alternatives a ~ste, que pennitan una 
mayor comprensi6n de las funciones que provocan que una c~lu­
la vegetal sana se convierta en una c~lula tumo~al, perdiendo 
susrequerimientos de un aporte externo de .Eitohormonas (26, 27). 
Debido al parentesco filogen~tico de A. rhi 
zogenes con A. tumefaciens, el trabajo de la presente tesis doc 
toral se ha centrado en ~1 estudio d~l hairy root, tratando de 
comprobar si en este caso la proli£eraci6n de raices venia t~ 
bi~n ocasionada por una transformaci6n celular, con una inte-
graci6n estable de DNA en las raices tras la infecci6n. As1, 
hemos buscado la presencia de plAsmidos bacterianos en la es-
tirpe estudiada y su relaci6n con la virulencia. Se han compa-
rado los plAsmidos presentes en A. rhizogenes con pl!smidos Ti 
de estirpes tipo de A. tumefaciens, buscando establecer sus ho 
molog!as y se ha trabajado tambi~ en la detecci6n de nuevas 
compuestos· sintetizados en la raiz.indticida por A. rhizogenes;. 
Por 6ltimo se ha buscado la posible presencia de secuencias de 
DNA bacteriano en el genoma de las c~lulas de las raices indu-
cidas, tratando de esclarecer los mecanismos que producen la 
proliferaci6n radicular caracteristica del hairy root. 
La descripci6n de estas experiencias, jun- ~l 
to con los resultados obtenidos y agrupados en el presente tr~ 
bajo, constituyen la Tesis doctoral que presentamos y somete-
mos a juicio de este Tribunal. 
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MATERIALES Y METODOS 
Media YEB 
















2.1 - MEDIOS 
0.5 % 
0.1 
" 0.5 % 
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1. 25 mM 
0.2 % 
500 ml 
La glucosa se suprime cuando se utiliza 
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algun compuesto como £uente ~ica de carbona. 






tiamina (0.4 mg/ml) 
H20 destilada 













































El pH del medio se ajusta a 5.8. Para me 
dio s61ido se anade agar al 0.9 %• 




































HJBOJ 6.2 g 
MnS04.4H20 22.3 g 
ZnS04.4H20 8.6 g 
J:I 0.83 g· 
Na2Mo04.2H20 0.25 g 
cuso4.5u2o 0.025 g 
CoC12.6H20 0.025 g 
H20 destilada 1. litre 
- Fe EDTA 
FeS04e1H20 5·57 g 
Na2EDTA 7-45 g 
H20 destilada 1 litro 
El pH del media se ajusta a 5.8. Para ~ 
dio s61ido se anade agar al 0.9 %· 




















El pH se ajusta a 7•5 con !cido ac~tico. 






sol. stock glucosa 
sol. stock EDTA 





El pH resultante es 8.4. 






Soluci6n SDS alcalina 
sol. stock NaOH 







3M Acetato s6dico pH 4.8 
El pH se ajusta con Acido ac~tico. Se di 
suelve el acetato s6dico en un volumen minimo de agua y se 
anade despu~s el !cido ac~tico basta alcanzar el pH, comp~~ 
tando despu~s el volumen con agua. 
Soluciones stock 
Glucosa 1 M 
Na2EDTA 0.2 M pH a.o 
TRIS 0.5 M pH a.o 
Dodecilsul£ato s6dico ( SDS) 10% 
NaOH 4 N 
2.4 SOLUCIONES METODO SOUTHERN 
2ox sse 
3M NaCl 
0.3M citrato s6dico 
Soluci6n de tncubaci6n 
3x sse 
Polivinilpirrolidona (PVP) 






DNA espe:nna salm6n 
Soluciones de lavado 
3x sse 
SDS 
6 o.3x sse 
o •. s % 
Na2EDTA 1 mM 
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1 mM 
100 ~g/ml (10' a 1oo0 , enP.riar sobre hielo) 
2.5 SOLUeiONES WICr TRANSLATION 







Los nucleotidos van disueltos en una solu-
ci6n buffer concentrada que contien.e TRIS-HCl pH 7.8, MgC12 y 
2-mercaptoetanol. 
Soluci6n enzimatica 
En cada alicuota de 10 pl van 5 unidades de 
DNA polimerasa I y 100 pg de DNAasa I·en una soluci6n buffer que 
contiene TRIS-HCl pH 7.5, MgCl2, glicerol y BSA. 
2.6 SOLUeiONES AISLAMIENTO RNA 
Z2 
So mM HES 
50 mM EDTA 
5 % 2-mercaptoetanol 
4M Tiocianato de guanidina 
2 " Sa~kosyl 
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El pH se ajusta a 7.0. 
1 litro de 0.2 M EDTA pH 7•0 
completar basta 1.5 litros con agua destilada 
disolver 1950 g de cscl. 
afiadir antes de usar dietilpirocarbonato al 0.2 %• 
2 vol~enes etanol 
1 volumen H20 destilada est~ril 





El pH se ajusta a s.o. 
50W1 2-mercaptoetanol 












0.1 mM esterilizar en autoclave 



















esterilizar en autoclave 
pH a.o 
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l:Cl 500 mM 
esterilizar por £iltraci6n. 
L 
Urea 7 M 
SDS 1 % 
NaCl 0.3 M 
EDTA 10 mM 










- Agrobacterium FENOTIPO 
A. tuine.Eaciens ACH5 anc+ Occ+ ocs+ Age+ Ag.s+ Agrr 
A. tumefaciens C58 one+ Noe+ Nos+ AgrS 
A. tumefaciens C58C1 One - Noc- Nos- Agri' 
A. tumefaciens C58C1 eryr 
eamr (pBo542) anc+ occ+ oc.s- Age+ Ags+ 
A. radiobacter :t:84 One- Agrl' 
A. rhizo~enes 15834 One+ ( r) Age+ Ags+ Agrr 
One: virulencia, occ: eatabolismo de octopina, Ocs: sintesis de 
octopina, Age: eatabolismo de agropina, Ags: sintesis de agrop! 
na, Agr: sensibilidad a agrocina 84. 
- Escherichia coli 
J53 (RP4) 
R 478 
- clones pTiACH5 (28). 
Los fragmentos de restricci6n del plAsmido 
pTiACH5, digerido con Hindiii o BamHI, vienen clonados en el 
plAsmido pBR322. Las bacterias portadoras son E. coli C600 rk 
mk• 




























n2 fraS!!!ento BamHI 
8 
n2 £ragmen to Hindi II 
1 
19a, 22c, 27a, 28a, 29, 30b, 33b, 
37a, 38a. 
15c, 17' 19b, 21c, 21d, 23a, 27b, 
34C, 37b, 39b. 
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7, 9a, 11, 21a, 22b, 39a. 
5, 8, 13, 33a. 
3, 26b, 30c, 31b, 34b, 37b, 39a. 
14, 18c, 22e, 38c. 
9b, 15a. 
2, 25a. 
7 t 11 , 12 , 20. 
9b, 15b, 18b, 19a, 24, 27a, 29, 
30a, 30b, 32, 33b, 34a, 37a, o • 
n2 £ragmen to Hindi II 
21a, 21b, 25a, 26b, 28, 29, 36, 
37b, 38a. 
1 
7, 10, 16, 37a. \) 
14a, 16, 18, 27. 
3, 11, 31a, 38, 38. 
















ng Eragmento Hindiii 
6, 20, 24, 28, 30b, 37b, 40, 42. 
4, 21b, 29, 38a. 
2, 8, 26a, 30b• 33, 35, 43. 
22, 23, J1b, 33, 41. 









Los frngmentos de restricci6n del plAsmido 
pTiCS8, digerido con Hindiii vienen clonados en el pl!smido 
pBR322 o pRSF2124. Las bacterias portadoras son E. coli C600 
rk mf. 
Las bacterias del g~nero Agrobacterium son 
mantenidas habituolmente en medio YEB solidi£icado con agar a1 
1.5 %, mientras que las estirpes de E. coli lo son en medio LB 
s61ido. Para su conservaci6n durante largos periodos de tiempo 
se preparan viales de las bacterias en medio liquido con glic~ 
rol al 50 % y se guardan a -70°C. 
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2.9 PRUEBAS DE PATOGENICIDAD 
La virulencia de las distintas estirpes de 
Agrobacterium £ue comprobada inoculando discos de zanahoria o 
patata; ~stos son esterilizados super£icialmente sumergi~dolos 
durante i bora en una soluci6n de hipoclorito s6dico al 10 % y 
SDS al 1 %• Las partes exteriores son desechadas y la parte 
central se corta en trozos que se disponen sabre un soporte de 
agar-agua al 1 % en placas petri, siendo entonces inoculados 
con 0.1 ml de un cultivo bacteriano crecido 24 horas en medic 
YEB liquido. Las placas se cierran con para£ilm y son incuba-
das a 23°C en oscuridad, apareciendo los sintomas aproximada-
mente dos semanas despu~s de la inoculaci6n. 
2.10 SENSIBILIDAD A AGROCitJA 84 
La agrocina 84 es una bacteriocidina pro~ 
cida por la estirpe K84 de A. radiobacter (91). Su actuaci6n 
sobre los distintos Agrobacterium £ue comprobada segdn el m~­
todo descrito por Stonier (96): se prepara un eultivo de~­
diobacter K84 en media bAsico, dej~dblo crcer durante 24 horas. 
Un mililitro de este cultivo se aHade a tubas que contienen 2 
m1 de medio bAsico con agar al 0.9 % £undido. Antes de que so-
lidifique se reparte el contenido en gotas de unos o.s m1 en el 
centro de placas petri con media bAsico y agar al 1 %• Las pl~ 
cas se incuban durante tres dias a temperatura ambiente. 
Paralelamente se preparan los cultivos de 
las bacterias a probar. Se dejan crecer en media basico a tem-
peratura ambiente, sin agitaci6n, durante los rnismos tres dias. 
Pasados ~stos, la bacteria productora de a 
24 
grocina 84 es eliminada, colocando papeles de £iltro impregnados 
en cloroformo en la tapa interior de la placa.petri. La opera-
ciOn se repite dos veces, dejando evaporar completamente el clo-
roformo. Las placas as1 preparadas son inoculadas con las bacte-
rias a probar. En tubas con 2.5 ml de tampOn fosfato sOdico 0.2H 
pH 7. 6 con o. 7 % de agar, previamente .fundido, se afladen o. 5 ml 
de los cultivos bacterianos, poco antes de que el agar solidiEi-
. que. El contenido de los tubos se extiende sobre las placas pe-
tri con agrocina 84. Las placas se incuban 48 boras a tentperatu-
ra ambiente, apareciendo en el caso de las estirpes sensibles, 
un halo de inhibici~n en el centro de la placa, donde sin embar-
go go aparecen algunas colonias resistentes. 
2.11 PRODUCCION DE CETOLACTOSA 
Siguiendo el m~todo descrito por Bernaerts y 
De Ley (7), se cultivan las estirpes de Agrobacteri~ en medio 
BDL que contiene lactosa al 1 %, solidiEicado con .agar. 
El cul tivo se realiza nonnalmente en un tubo 
con el agar inclinado. Tras incubar a 27°C durante 48 horas, se 
aftade una pequefta cantidad del reactivo de Benedict (cuso4.5H2o 
17.3 g/1, citrato s6dico 173 g/1, carbonate s6dico 100 g/1) (5), 
manteniendo los tubas a temperatura ambiente. En aquellos que se 
ha .formado 3-cetola.ctosa, a partir de la lactosa existente en el 
media, aparece coloraciOn amarilla intensa debida a la £ormaci6n 
de 6xido L~proso. 
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2.12 CATABOLISMO DE OPINAS 
La capacidad para utilizar octopina o nopal! 
na como Puente de energia de la estirpe 15834 de A. rhizogenes 
Eue estudiada inoculando una diluci6n apropiada de un cultivo 
bacteriano sobre placas con medio minimo solidi£icado con agar 
al 1.5 %, que contenia octopina (50 pg/ml) o nopalina (10 pg/ml) 
como ~ico aporte de nitr6geno. Las bacterias capaces de utili-
zar la opina forman colonias blancas que se distinguen £acilmen-
te de las transldcidas, £ormadas por las bacterias que no son c~ 
paces de catabolizarla y cuyo crecimiento es debido a la utiliza 
ci6n de sustancias presentes en el agar. 
Alternativamente, la utilizaci6n de octopina 
o nopalina £ue determinada midiendo su desaparici6n del medio de 
cultivo (71). 25 m1 de medio m1nimo conteniendo octopina o nopa-
lina como ~ica Puente de nitr6geno £ueron inoculados con A. rhi-
zogenes 15834 e incubados a 27oc y 200 rpm, midiendo la densidad 
6ptica de la muestra a 600nm en un Spectronic Bausch & Lomb mode 
lo 20. La concentraci6n de las opinas es determinada a di£eren-
tes tiempos; se toma 1 ml de cultivo y se centriPuga para elimi-
nar las bacterias; al sobrenadante se le afiade 1 ml de una solu-
·ci6rt 0.9 N de NaOH, se mezcla y se anade 1 ml del reactivo 1-na.f 
tol diacetilo (3 % 1-na.ftol, 0.015 % diacetilo en n-propanol al 
60 %). Se deja 30 minutos a temperatura ambiente para que el co-
lor rojo se desarrolle y se mide la absorbancia de la muestra en 
un espectro.fot6metro a una longitud de onda de 530 nm. 
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2.13 CULTIVO DE TEJIDOS 
Las raices aparecidas tras la inoculaci6n de 
A. rhizogenes 15834 en patata o zanahoria, son cortadas y coloca 
das en placas petri con medio Murashige & Skoog (81) o Linsmaier 
& Skoog (69), indistintamente; solidi£icado con agar al 1 %, co~ 
teniendo carbenicilina (Pyopen, Beecham R.L.) a una concentra-
ci6n de 1 mg/ml para impedir el crecimiento bacteriano. Las pia-
cas se incuban a 23°C en oscuridad y las raices son repl~tadas 
cada mes, presentando algunas, al cabo de unos seis meses, un 
crecimiento vigoroso. Estas son utilizadas para preparar culti-
vos liquidos, en matraces de 500 ml con ~50 ml de medio Lins-
maier & Skoog, que se incuban a 23°C en oscuridad y con agita-
ci6n (100 rpm). Las raices desarrollan alli como tejido di£eren-
ciado, siendo replantadas cada tres semanas. 
2.14 DETECCION DE OPINAS 
2.14.1 Detecci6n de agropina. 
1o-2o mg de tejido en cultivo o inoculado re 
cientemente se maceran con una varilla de vidrio en un tubo e-
ppendorf y se centri£uga para eliminar los residues vegetales. 
Se toman 5 pl del sobrenadante y se someten a electroforesis de 
alto voltaje en papel Whatman 3MM durante f bora a 2000 V en bu-
ffer f6rmico-ac~tico a pH 1.8 (240 ml !cido ac~tico glacial, 60 
ml Acido f6rmico y H2o hasta 3 litros). una vez seco, el elect~ 
foretograma se pasa rapidamente por una soluci6n de AgNOJ en ac~ 
tona (2 g AgN03 en 20 ml H20 y despu~s se aftade acetona basta 1 
litro). Se deja secar a temp~ratura ambi.ente y se pasa por el 
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reactive alcalino (10 ml de 20 % NaOH y 90 ml de etanol al 96 %)• 
Nada mAs aparecer las manchas, se £ijan sumergiendo el papel en 
una soluci6n que contiene 15 g de metabisulfito s6dico y 100 g 
de tiosulfato s6dico en 1 litro de agua. Las tiras de papel se 
lavan con agua del gri.Eo y se dejan secar. como control ponemos 
una mancha de verde de metilo (1pl de una soluci6n 10 mg/ml). 
2.14.2 Detecci6n de octopina y nopalina 
Para la detecci6n de octopina se incuba el 
tejido en medio Murashige & Skoog con 0.1 M arginina durante 24 
horas, o en Hurashige &: Skoog s6lido con 5 mM arginina-HCl dura_!! 
te 14 dias. La nopalina puede ser detectada sin incubar con ar-
ginina (1). Se maceran 50 mg de tejido ~ un tuba eppendor£ con 
una varilla de vidrio y se centri£uga 2 minutos en un Beckman M,! 
ni£uge. Se ponen muestras de 2 Jl1 en papel· Whatman 3MM y se som~ 
te a electro£oresis de alto voltaje, en buffer £6rmico-ac~tico 
pH 1.8 durante 1 bora a 2Q-40 V/cm. Se seca el papel con aire c~ 
liente y se pasa por la soluci6n de tinci6n que se prepara mez-
clando volUm.enes iguales de la soluci6n A: fenantrenoquinona al 
o.o2 % en etanol al 96 % y B: NaOH al 10 % en etanol al 60 %• Se 
seca a temperatura ambiente y las manchas amarillas son visuali-
zadascon luz ultravioleta (113). 
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2.15 PLASMIDOS 
2.15.1 Determinaci6n de la presencia de pl~~ 
midos,(12). 
Partimos de SO ml de un cul tivo bacter·iano 
crecido durante 24 horas en media PA a 27°C y 200 rpm. Las bacte 
rias se recogen por centri£ugaci6n (8000 rpm, 10 min.) y se la-
van con una soluci6n 1 M de Nacl, agitando £uertemente durante 
30 minutes. Despu~s de recogidas, se lavan las bacterias dos ve-
ces con bu££er TE pH 8.0 y se resuspenden en bu££er TE (0.5 m1 
par cada 100 mg de bacteria). Despu~s se aHaden por cada 0.5 ml 
de la suspensiOn, 9.5 ml de bu££er de lisis {bu££er TE con SDS 
al 1 %1 pH 12.45), mezclAndolo suavemente. Se incuba a 34°C du-
rante 30 minutos y entonces se baja el pH hasta 8.5-9.0 con 0.6 
ml de 2M TRIS-HCl pH 7.0, por cada 10 ml de lisado, agitando con 
una varilla suavemente basta que la viscosidad desaparece. El 1! 
sado se ajusta entonces a 3 % de NaCl con una soluci6n 5M y des-
pul!s de 30 minutes se aflade un volumen. igual de £enol saturado 
con una soluci6n al 3 % de NaCl en buffer TE. Las dos £ases se 
mezclan en un agitador magnl!tico a 300 rpm durante 10 segundos, 
agitando otros 2 minutes mAs a 100 rpm. Las dos Eases se separan 
par centri£ugaci6n (5000 rpm, 10 min., 4°C) y la .Ease acuosa se 
recoge con una pipeta invertida y se ajusta a 0.3 M de acetate 
s6dico usando una soluciOn 3r-t; se afladen dos voldmenes de etanol 
£rio al 96 % y se guarda a -20°C durante la noche. El DNA preci-
pita y es recogido centri£ugando 30 minutes a 8000 rpm. El sobr~ 
nadante se desecha y los restos de etanol se evaporan en vacio. 
El DNA se resuspende entonces er1 100 pl de buffer TRIS-borato y 
se somete a electroforesis en gel de agarosa. 
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2.15.2 Aislamiento y purificaci6n de plls-
midos. 
Se han utilizado diversos m~todos para la 
puri£icaci6n de DNA plasmidico, dependiendo del tamafio molecular 
de los plAsmidos a aislar. 
a ) M~todo Birnboim {8): Se ha empleado en 
la puri£icaci6n de los plAsmidos hibridos contenidos en E. coli 
C600 rk mf• Se hace un precultivo de la bacteria en 5 ml de LB 
y se incuba durante la noche a 37°C y 200 rpm; 1 ml de este pre-
cultivo se usa para inocular 5 ml de LB suplementados con 200 
pg/ml de carbenicilina (LBCb}, dejAndolo desarrollarse durante 3 
horas en las mismas condiciones. Con 1 ml de este cultivo se ino 
culan 250 ml de LBCb, incubAndolos durante Ji horas hasta que el 
cultivo alcanza una densidad 6ptica a 600 nm comprendida entre 
o.a y 1.2. Entonces los pl!smidos son amplificados aftadiendo cl£ 
ramfenicol (150-170 pg/ml), manteni~ndolo toda la noche a 37°C 
y 200 rpm. 
Despu~s de ~sto, las bacterias se recogen 
por centri£ugaci6n (8000 rpm, 10 min.) y se resuspenden en 20 ml 
de soluci6n de lisozima, dejAndolo 30 minutes a o0 c. Las bacte-
rias son posteriormente lisadas aftadiendo 40 ml de soluci6n SDS 
alcalina, que se deja actuar-durante 5 minutos a 0°C, donde el 
DNA cromosomal se denatura selectivamente. El lisado se neutra-· 
liza con 30 ml de la soluci6n ACS y el DNA cromosomal forma en-
tonces un agregado insoluble. La alta concentraci6n de acetate 
s6dico ocasiona la precipitaci6n de los complejos proteina-SDS 
(72), asi como de RNAs de alto peso molecular (20). 
Pasada una hora se centri£uga el lisado, 
(15000 rpm, 45 min.) y al sobrenadante se le afladen 45 ml de fe 
nol saturado con buffer de diAlisis (buffer TE pH S.o, 10 veces 
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diluido). Las dos Eases se separan_al aftadir 45 ml de cloro£o~­
mo. Despu~s de centrifugar (5000 rpm, 10', oPe), la capa supe-
rior acuosa se recoge con una pipeta del rev~s y se aftaden 2i V:2 
l~enes de etanol 96 % frio. El DNA precipita a -20° durante la 
noche y se recoge despu~s por centri£ugaci6rt a 8000 rpm durante 
30 minutes, se disuelve en bu££er TE pH a.o y el DNA plasm1dico 
se purifica por ultracentri£ugaci6n en gradiente de csc1. 
b ) M~todo Currier y Nester (21): Se ha uti-
lizado, con algunas variaciones, para aislar lOS plAsmidos Ti. 
Partimos de 1 lit:ro de cul tivo bacteriano, crecido 48 horas en 
medic PA a 27°C y 150 rpm. Recogemos las bacterias por centriEu 
gaci6n y lavamos 1~a vez con buffer TE. Se resuspenden entonces 
en 200 ml de bu££er TE pH a.o con SDS al 1 % y pronasa s {Cal-
biochem) 500 pg/ml, a partir de una soluci6n (10 mg/m1), prein-
cubada 30 minutes a 37°C. Las bacterias se 1isan tras una incu-
baci6n de 30 a 60 minutes a 37°C y el DNA cromosomal se denatu-
ra por adici6n, gota a gota, de 1N NaOH, removiendo suavemente 
con una varilla, basta que el pH llegue a 12.45. una vez alcan-
zado y despu~s de 15 minutos, la soluci6n se neutraliza basta 
un pH entre a.s y 9.0 con 2H TRIS-HCl pH 7.0, perdiendo la vis-
cosidad. Heche ~sto, el lisado se ajusta a 3 % de NaCl por medic 
de una soluci6n SM y se trata con un cuarto de su volumen de -£e-
nol saturado con NaCl al 3 % en bu££er TE. Se separan las £ases 
por centrifugaci6n (5000 rpm, 10 min., 4°C), tomando la capas~ 
perior acuosa con una pipeta del reves, ajust~dola posteriorme~ 
te a una concentraci6n 0.3M de acetate s6dico y afiadiendo 2 vo-
ldmenes de etanol al 96 %• El DNA, que precipita a -2o0 c tras un 
minimo de 4 horas, es recogido por centri£ugaci6n y disuelto en 
7 ml de b11£.fer TE, para purifi.car el DNA plasm1dico por ul tracen 
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triF•gaci6n en gradiente de Cscl. 
c ) M~todo modi£icado: En el aislamiento de 
DNA plasm1dico de A. rhizogenes 15834 partimos de 3 litros de 
cultivo bacteriano en medic PA, incubado durante 24 horas a 27° 
y 200 rpm. Una vez recogidas las bact~ias por.centri£ugaci6n, 
se resuspenden en 50 m1 de bu££er TE pH 8.0 con 2 mg/ml de lis~ 
zima (Merck) y se incuba a 37°C durante 30 minutos, pasados los 
cuales se afiaden 100 ml de bu££er TE con 750 pg/ml de pronasa B 
(preincubada 30 min. a 37°C), se mezcla cuidadosamente y se de-
ja otros 30 minutos a 3~. La lisis se obtiene al afiadir esta 
suspensi6n suavemente a 800 ml de bu££er TE pH 12.45 con SDS al 
1 %• Aparece un lisado claro tras 15-20 minutos de incubaci6n a 
37°. La soluci6n se neutraliza a pH 8.5-9.0 con 2M TRIS-HCl pH 
(.O, desapareciendo entonces la viscosidad. La concentraci6n de 
NaCl se eleva entonces hasta 1 M con una soluci6n SM y el DNA 
cromosomal y los complejos proteina-SDS precipitan a las 4-5 h~ 
ras a o0 c y son eliminados centri£ugando (8000 rpm, 30 min.). 
Al sobrenadante se le afiade polietilenglicol 6000 (PEG) basta u 
na concentraci6n del 10 % con una soluci6n al 50 % y el DNA pr~ 
cipita a 4°C durante la neche. Al dia siguiente, tras recoger 
el DNA por centri£ugaci6n (8000 rpm; 30 min.) se disuelve en bu 
££er TE pH 8.0, y se separa el DNA plasm!dico de los restos de 
DNA cromos6mico y RNA de bajo peso molecular por ultracentri£u-
gaci6n en gradiente de CsCl. 
d ) UltracentriPugaciOn al equilibria de den-
sidades en gradientes de CsCl con bromuro de etidio: Para sepa-
rar el DNA plasrn1dico de los restos de DNA cromosomal y RNAs coE 
taminantes, se disuelve el precipitado, obtenido tras los aisla-
:)) 
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mientos descritos anteriormente, en un volumen adecuado de bu-
ffer TE pH s.o. Para preparaciones pequeftas (partiendo de un li-
tro de cultivo o menos)se afladen 7 m1 de buffer y tras disolver 
el DNA, se disuelve~ 7.2 g de cscl y 400 pl de una soluciOn 10 
mg/m1 de bromuro de etidio en buffer TE. Para preparaciones ma-
yores se disuelve el DNA en un volumen pequefto de bu££er y se.! 
ffaden despu~s 29.6 g de cscl y 2 m1 d~ la soluciOn de bromuro 
de etidio, completando basta un volumen final de 38 ml con bu-
ffer TE. El gradiente se forma tras centriEugar 20 horas a 40000 
rpm, en rotores verticales Beckman, VTi65 para las muestras pe-
queftas y VTi50 para las grandes. El RNA queda en el fondo del 
tubo y las bandas de DNA cromosomal y DNA plasmidico son visi-
bles con luz ultravioleta; la banda inferior, plAsmido, se reco 
ge con una jeringuilla. El bromuro de etidio se elimina median-
te 5-6 extracciones con alcohol isopropilico saturado con bu££er 
TE y cscl y la muestra es dializada 24 horas, cambiando dos ve-
ces el buffer de di~lisis. 
2.15.3 Caracterizaci6n de pl~smidos 
a ) Microscop1a electr6nica (64): Una vez 
puri£icada por ultracentri£ugaci6n, la banda de DNA plasntidico 
se recoge en tubos de nitrocelulosa y se irradia durante 4 horas 
con una 1Ampara de 100 W a 20 em de distancia; de esta manera el 
DNA circular cerrado covalentemente pasa a la £orma circular a-
bierta. El bromuro de etidio se extrae con alcohol isoprop11ico 
saturado y se dializa como anteriormente. Se toma un volumen de 
muestra que contenga entre o. 'i y 0.01 pg de DNA para preparar 
la hiperfase, segdn el OI~en: 
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x pl H20 bidestilada (para completar un volumen final 
de 60 pl). 
10 pl Acetato am6nico 6M 
10 p1 Buffer (5x1o-2 M TRIS-HCl; 5x1o-3 M EDTA pH 8.5) 
y pl Soluci6n de DNA 
10 ~1 Citocromo c (Sigma), soluci6n 2 mg/ml 
Como hipo£ase se usa una soluci6n 0.25 M de 
acetato am6nico. Con un capilar se deslizan dos gotas por un 
porta para hacer la extensi6n sobre la hipo£ase, en una placa 
petri. La muestra se localiza hacienda £lotar polvos de talco 
en la uni6n del porta con la ·hipo£ase, que despu~s sirven para 
marcar el borde de la extensi6n. Se toman dos rejillas cada vez. 
Las r~jillas (200 mallas) llevan una pelicula de colodi6n vapo-
rizada con carb6n para darle rigidez. Despu~s de tocar la supe~ 
£icie de la extensi6n, se sumerge la rejilla durante 10 segun-
dos en una soluci6n 5x1o-5 M de acetate de uranilo en etanol al 
90% Y.se lavan sumergi~ndolas 2 6 3 veces en etanol al 90 %• 
una vez secas, se sombrean en vacio con platino-paladio en un 
vaporizador, hacienda que el soporte gire con un !ngulo de ao, 
vaporizando despu~s una £ina capa de carb6n, y se observan con 
el microscopic electr6nico de transmisi6n. Se toman £otogra£1as 
a 4000 aurnentos y los aumentos reales en los positivos se dete£ 
minan mediante una rejilla de r~plica (Fullam 2160 lineas/mm). 
La longitud de los plAsmidos se mide sobre las Eotogra£1as us~ 
do un calculador electr6nico de grA£icas (Numonics Corp.) y el 
peso molecular se determina usando el factor de conversi6n 2.07 
Md/pm, correspondiente a estas condiciones (31). 
34 
b ) Digesti6n del DNA con enzimas de res-
tricci6n: Las condici6nes de digesti6n de los di£erentes enzi-
mas de restricci6n utilizados (Bethesda Research Laboratories) 








20 mM TRIS-HCl pH 7.0 
100 mM UaCl 
7 mM MgCl2 
2 mM 2-mercaptoetanol 
100 mM TRIS-HCl pH 7.2 
50 mM NaCl 
5 mM Mgcl2 
2 mM 2- mercaptoetanol 
20 mM TRIS-HCl pH 7. 4 . 
60 mM NaCl 
7 mM MgC1 2 
20 mM TRIS-HCa pH 7.4 
20 mM tCl 
10 mM MgCl2 
1 mM ditiotreitol 
6 mM TRIS-HCl pH 7.5 
6 mM NaCl 
6 mt.f MgCl2 
6 mi-1 2- mercaptoetanol 
20 mM TRIS-HCl pH 7.5 
Smal 
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10 mM MgC12 
50 mM_ (NH4) 2S04 
100 Jlg/ml BSA 
15 mM TRIS-HCl pH 8.0 
6 mM MgCl2 
15 mM t:Cl 
La temperatura de incubaci6n es de 370C en 
todos los casas. La reacci6n se e£ectda en un espacio de tiempo 
y con con:entraciones de enzima su£icientes para que la diges-
ti6n sea completa. 
El buffer de incubaci6n se prepara en solu-
ciones smck 10 veces concentradas. El volumen de la mezcla se 
completacon H20 destilada. cuando los £ragmentos de restricci6n 
van a ser separados por electro£oresis en gel de agarosa, la rea 
cci6n sedetiene afiadiendo 1/4 de volumen de una soluci6n: 
20 % Ficol 
0.2 % SDS 
0.05 % azul de bromo£enol 
Alternativamente, la reacci6n se puede dete-
ner calentando la mezcla 10 min. a 70°c o anadiendo una soluci6n 
de EDTA Slficiente para bloquear los iones Mg2+ presentes en la 
mezcla de reacci6n. 
c ) Electro£oresis en geles de agarosa: Se ~1 
han utilMado unicamente geles horizontales de agarosa. Para de-
tectar lapresencia de plAsmidos en una estirpe y determinar su 
peso mola~lar se emplean geles de agarosa al 0.7 % en buffer 
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TRIS-borato (77)• La electro£oresis se lleva a cabo igualmente 
en buffer TRIS-borato a 150 V durante 4-5 horas o a 100 V duran-
te la noche, siempre en cAmara fr1a, para que el gel no se ca-
liente. El DNA se tifte Slunergiendo el gel en una soluci6n de bro 
muro de etidio (0.4 pg/ml en H2o) y se vi.sualiza sobre un trans-
iluminador con luz ultravioleta (Ultraviolet Products, San Ga-
briel, Cal.) al cabo de una bora, tomando fotogra£1as con una 
Polaroid Land Camera. como standard de peso 1no1ecu1ar se usan 
los plasmidos RP4 (36Md) (51), R478 (166 Md) (41) y ACH5 (132 
Md) ( 28) • 
Para separar los fragmentos de restricci6n 
se utilizan geles de agarosa al 0.8 % en buffer TRIS-acetato con 
0.4 pg/ml de bromuro de etidio, usando el mismo buffer para ld 
electroforesis, que se realiza a 40 v durante toda la noche. ha! 
ta que la banda azul de bromo£enol alcance mas o menos las 3/4 
partes de la longitud del gel. Los fragm@~tos de restricci6n son 
visibles con luz ultra~r.ioleta y se taman £ot9grafias con la ca-
mara Polaroid. Como standard se utiliza DNA de £ago lambda (Be-
thesda Research Laboratories) cortado con Hindiii (82) o Pst I 
(13), cuya digesti6n origina fragmentos de tamafto conocido. 
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2.16 HOHOLOGIAS ENTRE PLASMIDOS 
Las homologias entre los di£erentes pl!smi-
dos, su grado y su distribuci6n, se han establecido por hibrida-
ci6n entre sus DNAs, haciendo uso de las t~cnicas descritas por 
Southern {Southern "blotting") (95). 
2.16.1 Trans£erencia de DNA a £iltros de ni-
trocelulosa: 
Una vez separados los fragmentos de restri-
cci6n por electro£oresis y £otogra£iados, los geles se sumergen , 
en la soluci6n de denaturaci6n (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH) durante 
30 minutos, pasAndolos despu~s a la soluci6n de neutralizaci6n 
(3 M Nael, o.s M TRIS-Hel pH 7.0) durante 20 minutos por dos ve-
ces. En todos los casos es conveniente mover suavemente el re-
cipiente de vez en cuando para una mejor actuaci6n de las solu-
ciones. Despues de esto, el gel se coloca sobre papel de filtro 
en contacto con un recipiente que contiene 20x sse. En contacto 
con el gel ponemos el £iltro de nitrocelulosa (Sartorius), pre-
viamente empapado en 3x SSC y encima de ~1 papel Whatman 3MM, em 
papado tambi~n en sse tres veces concentrado, para evitar que el 
£iltro toque las toallas. Rodeando el gel se pone un material 
impermeable (film transparente de conservar alimentos o autorra-
diogramas desechados) para que el 20x sse tenga que pasar nece-
sariamente a traves del gel. 
Encima del papel ~vhatman colocamos toallas 
de papel, que absorben el 20x sse, estableciendo un flujo a tra-
ves del gel y del filtro de nitrocelulosa, y por dltimo coloca-
mos un peso sabre las toallas. La trans£erencia se completa du-
rante la neche, pudiencto aumentarse la velocidad cambiando va-
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rias veces las toallas empapadas. Una vez terminada la trans£e-
rencia, el filtro se moja tres o cuatro veces en Jx sse, pudien-
do comprobarse que el DNA se ha trans£erido vi~ndolo con luz ul-
travioleta. Despu~s de lavado, el filtro se calienta a SoP en 
vacio durante 4-6 horas, pudiendo ser guardado largo tiempo en 
vacio y oscuridad. 
2.16.2 Preincubaci6n de los £iltros: 
Para preparar los filtros, se recortan de 
tal manera que el volumen de incubaci6n vaya a ser el m1nimo po-
sible. Se empapan en la soluci6n de incubaci6n (24, 53), se in-
troducen en bolsas de polietileno con un volumen su£iciente de 
la soluci6n, evi tando que se .formen burbujas. Las bolsas se se-
ll an por calor y se dejan a 70°C en un bafto de agua con agita-
ci6n suave. El tiempo de incubaci6n varia, pero suele ser unas 
16-20 horas el m~s conveniente. 
2.16.3 Marcaje radiactivo del DNA 
El DNA es marcado "in vitro" con 32p por el 
procedimiento de "nick translation" (89), basta una actividad 
aproximada de 2 x 108 cpm/pg. Utilizamos 1-2 pg de DNA, a los 
que se afladen 20 ul de la soluci6n buffer de nucleotidos, entre 
625 y 1250 picomoles de ( rr 32P) dCTP y 10 pl de la soluci6n en-
zim~tica, completando el voluma1 hasta 100 ul con H20 destilada. 
La reacci6n se efect~a en un tubo de polipropileno de 1.5 ml de 
capacidad (Eppendor£) a 15°C, durante 1i a 2 horas, permitiendo 
que la DNAasa I p:roduzca roturas en las cadenas de DNA, que son 
empleadas en la reacci6n catalizada por la DNA polimerasa I, que 
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eltmina los nucleotidos existentes e incorpora los presentes en 
el medio, limit~ndose la extensi6n del reemplazamiento en esta 
temperatura a un recambio completo de la secuencia de nucleoti-
dos existentes. 
Realizada la reacci6n de "nick translation" 
se carga la muestra en una colwnna de 10 em de longitud de Se-
phadex G 50, suspendido en un buffer que contiene 150 mM NaCl, 
10 mM EDTA, 0.1 % SDS y 50 mM TRIS-HCl pH 7.5. Se colectan £ra-
cciones, eluyendo el DNA marcado en.primer lugar, viniendo des-
pu~s los nucleotidos no incorporados. Las £racciones que conti~ . 
nen el DNA marcado se mezclan y se mide la actividad de 5 ul de 
la muestra en un contador de centelleo. 
2.16.4. Hibridaciones (109): 
El DNA marcado radiactivamente se precipita 
con dos volUmenes de etanol a una concentraci6n 0.3 M de aceta-
to s6dico. Tras centri£ugar y desecar en vacio, el DNA se resus 
pende en un volumen adecuado de la soluci6n de hibridaci6n. Los 
£iltros de nitrocelulosa, preincubados como anteriormente, se 
introducen en balsas de polietileno, en el volumen m1nimo que 
permita que todo el filtro permanezca constantemente empapado, 
afiadiendo despu~s el DNA marcado y cerrando la balsa por calor, 
evitando en lo posible la £ormaci6n de burbujas, que generalm~ 
te provocan la aparici6n de manchas inespec1£icas en los autorra 
diogramas. Antes de ser afiadida la soluciOn con el DNA marcado, 
se calienta 5 minutos a 100°C para denaturar el DNA y se enfria 
inmediatamente sobre hielo. Una vez cerrada la balsa, se recubre 
con otra mAs para evitar cualquier fuga de liquido y se pone a 
incubar en un baflo de agua a 70oc, con agitaci6n suave para ase-
\l 
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gurar una distribuci6n uni.fonne del DNA marcado, durante 48 ho-
ras, pasadas las cuales se lavan los filtros 3 6 4 veces con 
la soluci6n de lavado que contiene SDS, basta que desaparece el 
ruido de fonda, midiendo con un contador de mano. Esto se hace 
en cajas de pl~stico a 70°C en bafio con agitaci6n; despu~s se 
lavan otras dos v~ces con 1 mM EDTA en 3x 6 o.Jx sse, segdn los 
casos, y se secan t hora en vacio a 8oPc. Una vez secos, los 
£iltros se exponen a pel1culas rodak x-R-Omat 5 en cassettes ro 
dak con pantallas de intensi£icaci6n, de 1 a 5 dias a -7o0 c. 
2.17 HOMOLOGIAS RNA-DNA 
2.17.1. Extracci6n de RNA: 
Partimos de unos 40 g de raices cultivadas 
en medio liquido, a los que se afiade el mismo volumen de la so-
luci6n Z6 y se homogeniza con ultraturrax, teniendo cuidado de 
mantener la temperatura baja; se suele hacer de 8 a 10 r!£agas 
de 10 segundos, en cAmara £ria. El homogeneizado se centrifuga 
30 minutes a 4000 rpm y el sobrenadante se lleva al gradiente 
de cscl. Este se hace en un rotor Beckman SW40 poniendo 3ml de 
soluci6n Z3 en cada tubo y rellen&ndolos cuidadosamente con el 
sobrenadante obtenido, evitando que se mezclen. Se centri£uga a 
35000 rpm durante 20 horas, tras lo cual el RNA precipita, mie_!! 
tras que el DNA queda en el sobrenadante. El precipitado de RNA 
se resuspende en 0.5-1.0 ml por tubo de soluci6n Z2 y se centri-
.Euga 10 minutos a 5000 rpm para eliminar el material no sol11ble& 
Al sobrenadante se affade 1/20 de volumen de Acido ac~tico 1 M y 
precipitamos el RUA con 0.7 voldmenes de etanol 96 %, tras un 
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minima de 3-4 horas a -2oPc. Se recoge por centri£ugaci6n (8000 
rpm, 15 min.), se lava dos veces con soluci6n Z5 y se disuelve 
en 1D0-500 ul de agua est~ril. Se mide el espectro de absorci6n 
entre los 300 a 200 nm de la muestra, con un espectrofot6metro 
de barrido Perkin-Elmer & Co. y 20 pl se utilizan para una ele£ 
troforesis en gel de agarosa al 1 % en buffer 10 mM NaH2P04/ 
Na2HPo4 pH 7.0 (74). A los 20 pl de RNA se anaden 30 pl de di-
metilsul£6xido (DMSO), 10 ~1 de glyoxal al 30% y 6 pl del bu-
ffer de electroforesis 10 veces concentrado. Se deja una bora 
a 50°c y se afladen 10 pl de la soluci6n de £icol 20 %, SDS 0.2 % 
y azul de bromofenol al 0.05 %• El gel se hace correr a 100 V 
de 2 a 3 horas y despu~s se sumerge 1 bora en 50 mM NaOH con 
1 p~l de bromuro de etidio. El gel se lava durante 15 min. 2 
veces con 0.2 M acetate s6dico pH 4.3 y despu~s se £otogra£1a 
con luz ultravioleta. 
2.17.2 S1ntesis y aislamiento de eDNA (109) 
Para sintetizar DNA complernentario tomamos 
el ~A, aislado como se describi6, en una soluci6n acuosa de 
concentraci6n 2-4 mg/ml y lo calentamos a 50°C durante 5 min •• 
En un tubo eppendorf est~ril se ponen, en este arden, 20 pl de 
la soluci6n A, 20 pl de la soluci6n D; 20 pl de I, 100 pl de 
la soluci6n de RNA y 10-20 pl de ( a 32p)dCTP (10 mCi/ml). Se 
centri£uga unos segundos para juntar las soluciones y se deja 5 
minutos en hielo. Despues se ~iaden 15 Vl de M1V (avian myelo-
blastosis virus) transcriptasa inversa (Dr. j. Beard, Life Scien 
ces Inc., Florida) y se incuba a 37°C durante 90 Jnin •• Tomamos 
5 pl y le anadimos 100 ~1 de soluci6n T2 (60 oo1 TRIS-HCl pH 7.9, 
5 mM MgC12, 5 ~1 2-mercaptoetanol, 0.1 mM EDTA, 15 % glicerina y 
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o.s% BSA), precipitando con Acido tricloroac~tico {TCA) al 10% 
tras 30 min. en hielo, para comprobar la incorporaci6n de ra-
diactividad en eDNA. Al resto de la soluci6n se le afladen 200 pl 
de 0.1 N NaOH y 20 pl de DNA de salmOn (1 mg/ml), dej!ndolo in-
cubar a temperatura ambiente durante la noche para hidrolizar 
el RNA. Al dia si£'Uiente se aftaden 2Q-25 p1 de 1 N HCl, compro-
bando que el pH quede entre 5 y 8, con papel de pH. Se aft.aden 
300 pl de soluci6n L y proteinasa ~. in~~tbando 30 nin. a 3~. 
La soluci6n se trata entonces dos veces con £enol/~loro£ozmo/ 
isoam11ico, tomando siempre la fase superior, que se carga fi-
nalmente en una columna de Sephadex G 50 (0.9 x 15 em), colec-
tando fraccion~s de 5 pl8 Se mide la radiactividad que va sali~ 
do por la columna, y lag fracciones que contienen el primer pico 
(radiactividad incorporada en moleculas de alto peso) se agrupan, 
s~parando 5 pl para contar su actividad en un cont3dor de cente 
lleo. 
2.11.3. Hibridaci6n con eDNA (109). 
Antes de la hibridaciOn, el ciNA se denatu-
ra a 10o0C durante 10 min. y se deja a 72oc. Se ai'B.de despu~s 
el mismo volumen de 6x sse con o. 2 % PVP, o. 2 % BSA, o. 2 % .fi-
col, 1 mM EDTA, 100 )lg/ml de DNA de salm6n (denatundo 10 min. a 
100°C) y 100 p.g/ml tRNA, a la misma temperatura de 72°c. Los 
filtros se mantienen la noche anterior en soluci6nde incuba-
ci6n con 1 oo pg/ml tRUA a 72°C en baito con agi taci~n suave. 
Para la hibridaci6n se meten lJs £iltros en 
balsas de polietileno y se afiade la soluci6n con a eDNA marca-
do, cerrando las bolsas y procurando que no queden burbujas de 
aire. Se deja hibridar 40 horas a 72°c con agi taci&n suave, y 
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despu~s se lavan los £iltros 3 veces con la soluci6n de lavado 
con SDS y dos veces con 3x sse. Los filtros se secan en vacio 
a So0 c durante i hora y hacemos los autorradiogramas, mantenien 




Agrobacterium rh~zogenes es una bacteria 
gram negitiva, presente de manera habitual en el suelo, que or,! 
gina, alintroducirse en una herida de la planta, una en£erme-
dad cara<terizada por la aparici6n de una gran proli£eraci6n r~ 
dicular ~ que se denomina hairy root. La estirpe utilizada en 
el traba~o ha sido la 15834, cedida por el Laboratorium voor Ge 
netica dt la Rijksuniversiteit de Gante (B~lgica); esta estirpe 
proviene en origen de la American Type Culture Collection (ATCC) 
y ha si& usada en la mayor!a de las investigaciones realizadas 
hasta la£echa. Por ~sto, uno de los primeros puntos del traba-
jo ha siro comprobar las caracter!sticas descritas· para ella. 
Al comenzar el trabajo se plante6 la carac-
terizacim de la estirpe en base a la presencia de algunos ge-
nes tipi<os de Agrobacterium, situados tanto en cromosoma como 
en plAsm:do, con especial atenci6n a aquellos que vienen codi£i 
cados enlos plAsmidos Ti de A. t~efaciens. Asi, hemos estudia 
do la eatacidad de A. rhizogenes 15834 de £ermentar lactosa a 
3-cetolactosa, viniendo este caracter codi£icado en el cromoso-
ma bacte:iano. La capacidad de producir 3-cetolactosa es un ca-
racter t:pico de Agrobacterium. En las pruebas realizadas obse£ 
vamos qu1 A. rhizogenes 15834 no es cap~z de £ermentar lactosa, )l 
(fotogra~ia n21), estando de acuerdo este resultado con lo des-
crito an·eriormente (43). Como controles positives utilizamos 
diversasestirpes de A. tume£aciens, siendo los controles nega-
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Fotogra£1a nP. 1 : Prueba de £ermentaci6n de 
lactosa a 3-cetolacto~a. A. rhizogenes 15834 no fermenta lactosa 
(tubo 1). Los controles negativos son P. savastanoi IF3001 (tubo 
2) yR. le~ninosal~ 113 (tubo 3). Como controles positives se 
usan diversas estirpes de A. tum~£aciens (tubes 4 a 8). 
A. rhizogenes 15834 
~ savastanoi IF3001 
R. leguminosarum 113 






tivos la estirpe 113 de Rhizobium leguminosarum y la Pseudomo-
nas savastanoi IF3001. 
Ot~~ caracter estudiado f.ue la sensibilidad 
de la estirpe a agrocina 84, bacteriocidina sintetizada por la 
estirpe K84 de A. radiobacter (84). Esta bacteriocidina es un 
6-N-£os£oramidato de un anAlogo del nucle6tido de adenina (91), 
aun no caracterizado completamente, que inhibe el crecimiento 
de detenninadas estirpes de A. tume£aciens. En la estirpe C58 
la sensibilidad a agrocina 84 viene determinada por genes situa 
dos en el plAsmido Ti (32}; esta extrafla situaci6n de sensibi-
lidad a un antibi6tico debida a genes emplazados en £actores e~ 
tracromos6micos qued6 aclarada con el descubrimiento de nuevas 
opinas cuyo catabolismo venia codi£icado en el pTiC58 y cuya 
estructura molecular era anAloga a la de agrocina 84, pudiendo 
ser utilizados ambos sustratos en la reacci6n catab6lica (30). 
A. rhizogenes 15834 est~ citado como sensi 
ble a agrocina 84, siendo este caracter debi~o a la presencia 
de un pl~smido con un peso molecular de 107 Md (106). En nues-
tro laboratorio se hizo el test de sensibilidad siguiendo el 
m~todo descrito por Stonier (96), resultando la estirpe resis-
tente en todas las pruebas realizadas. como control positive ~ 
tilizamos la estirpe C58 de A. tumefaciens (fotograf1a n92). 
Estos datos estAn en contradicci6n aparente con los resultados 
obtenidos en las hibridaciones, que demuestran la presencia en 
el plAsmido de 15834 de secuencias hom6logas a aquellas que co 
difican la sensibiJ.idad a agrocina 84 ~n el pTiCS8. 
Un caracter investigado t~nbi~n £ue la ca-
pacidad de J.a estirpe_15834 de utilizar octopina o nopalina. co 
mo .fuente de energia para su crecirniento. Inoculando o. ·1 ml de 
una dilu.ci6n c-decuada ( 100-200 colonias por placa) sobre '.lna 
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Fotogra£ia n2 2 : Prueba de sensibilidad a 
agrocina 84. Esta bacteriocidina es un 6-N-fosforamidato de un 
anAlogo del nucleotide de adenina. A. rhizogenes 15834 es resis 
tente a ella. Como control usamos A. ttwefaciens C58, que forma 
un halo de inhibici6n. 
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placa de medio minima, suplementado con octopina o nopalina c2 
mo fuente dnica de nitr6geno, se observa en ambos casos la ap~ 
rici6n de colonias transl~cidas, similares a las que produce 
la estirpe C58C1 de A. tume£aciens, utilizada como control ne-
gative, y claramente di£erentes a las colonias blancas que pr~ 
senta la estirpe csa, que utiliza nopalina como aporte de nitr6 
geno, y que nos sirvi6 como control positive en las placas con 
nopalina, o las £armadas por la estirpe ACH5 en las placas con 
octopina. Sin embargo, en las placas suplementadas con octopt-
na inoculadas con 15834, aparecen algunas colonias blancas, d~ 
notanda la presencia de bacterias que utilizan octopina; este 
caracter se asocia (106) a un gen cromos6mico constitutive del 
biotipo 2 de Agrobacterium (78), dife~ente de aquel presente 
en lOS pl!smidos Ti, que es inducible por el sustrato {61). 
cuando la utilizaci6n de opinas £ue estu-
diada midiendo su desaparici6n del media de cultivo, no se ob-
serva crecimiento en los cultivos de la estirpe 15834, tanto 
en el media con nopalina como en el medio con octopina. La co~ 
centraci6n de ambas varia paralelamente a una soluci6n patr6n 
sin inocular, lo que indica que la estirpe no las cataboliza. 
Los controles utilizados fueron tambi~ las estirpes C58 (no-
palina) y ACH5 (octopina) de A. tume£aciens. 
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3. ?.. INOCULACIONES· 
La patogenicidad de la estirpe se prob6 ru-
tinariamente en discos de zanahoria o de patata; tras inocular-
los con una gota del cultivo bacteriano, se dejan las placas en 
oscuridad, apareciendo los primeros esbozos de raiz despu~s de 
dos semanas de incubaci6n a 23°C y desarroll~dose completamente 
al mes y medic de la inoculaci6n (fotografia n~3). Suelen apare-
cer tamhi~n esbozos de tumor que no se desarrollan completamen-
te. Las raices tienen un aspecto idl!ntico a las que aparecen nor 
malmente en plantas no infectadas. 
Tambi~n se han inoculado plantas de tabaco· 
{Nicotiana tabacum), decapitando el Apice y depositando una gota 
de cultivo bacteriano. A las dos semanas comienza la £ormaci6n 
. 
de raices, apareciendo tambi~n formaciones similares a los tumo-
res del crown gall que, sin embargo, no se desarrollan al ser re 
plantados en medio Mura3hige & Skoog sin hormonas. 
3.3. CULTlVO DE RAIGES 
Tras inocular los discos de zanahoria y pat! 
ta se dejan incubar durante unas cuatro semanas y se escogen las 
placas con menor desarrollo baxteriano, teniendo cuidado, sabre 
todo, en evitar la presencia de hongos. Se cortan las raices y 
se hacen crecer en medio sin hormonas con antibi6tico, vigilando 
que no aparezca crecimiento bacteriano. Las raices de patata se 
habituan mAs rapidament~ al medio de cultivo que las de zanahoria; 
el crecimiento de las x·aices se nota en el color blanco que pre-· 
sentan, asi como en la proliferaci6n de pelos radiculares. Estas 
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Fotograf!a nQ 3 : Discos de zanahoria (supe-
rior) y de patata (inferior) inoculados con A. rhizogenes 15834. 
Las fotografias fueror. tomadas tras 3 semanas de incubaci6n. 
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que presentan el crecimiento m!s vigoroso son replantadas varias 
veces en placas con antibi6tico. La esterilidad del tejido se 
comprueba, tras unos cuatro pases por placas con antibi6ticos, 
inoculando un macerado de raiz en un medio rico de cultivo, ha-
bitualmente YEB, no habiendo desarrollo bacteriano despu~s de i~ 
cubar varios dias, tanto a 27°C como a 37oc. Estos cultivos es-
t~riles se pasan luego a medio Linsmaier & Skoog l!quido, donde 
su crecimiento es mucho mAs rApido. A di£erencia de lo que suce-
de en algunas lineas tumorales de crown gall, las raices induci-
das por A. rhizogenes 15834 siguen desarroll~dose como tal te-
jido diferenciado, independientemente del tiempo que lleve esta-
blecido el cultivo, no formando suspensiones celulares. 
3.4. PRESENCIA DE OPINAS EN RAICES INDUCI-
DAS FOR A. RHIZOGENES 15834 
La £ormaci6n de compuestos de tipo opina en 
raices inducidas por A. rhizogenes £ue detectada por vez primera 
en un cultivo de raices inducidas por la estirpe A4 en zanahoria 
(101). Utilizando un·extracto acuoso de raiz y someti~ndolo a e-
lectroforesis de alto voltaje, detectaban dos compuestos no pre-
sentes en raices de plantas sanas, que identificaron como agro-
pina y manopina (98). Estas dos opinas Pueron detectadas por pr! 
mera vez en tumores inducidos por estirpes de tipo octopina, don 
de aparecian en cantidades que llegaban basta el 1 % del peso s~ 
co del tumor (34). Posteriormente se descubri6 su presencia en 
tumores formados par estirpes de tipo cero o "null type", en las 
que no se conoc!a la f~rmaci6n de ningdn compuesto con esta acti 
vidad (39). La estructura de la agropina ha sido determinada (19) 
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y se postula su formaci6n a partir de una aldohexosa (proba~~e­
mente manosa) y ~cido glut!mico, cuya base de Schiff (manopina) 
se reduciria, ciclAndose la mol~la (agropina) (99). La concen-
traci6n de agropina en las raices inducidas por la estirpe A4 os 
cila entre el 0.5 y 3 % del peso seco del tejido. 
Hemos investigado la presencia de estos com-
puestos en cultivos liquidos de raices inducidas por Agrobacte-
rium rhizogenes 15834 en patata. Tras la electroforesis en alto 
voltaje de un macerado de la raiz, se detect6 la presencia de va 
rios compuestos que reaccionaban con el AgN03 en media alcalino. 
a pH 1.8, la mayoria de los azdcares no presentan ninguna movil! 
dad, mientras que aparecen dos manchas que han migrado bacia el 
Anodo, una delante y otra detr!s del marcador verde de metilo, 
que son respectivamente agropina y manopina. Aparece una tercera 
mancha, que ha migrado hacia el cAtodo y que ha sido identifica-
da como agrocinopina, compuesto de tipo opina formado par estir-
pes tipo nopalina de A. tume£aciens (30). Como controles utili-
zamos extractos de tW11ores formados por A. tume£acier1s C58C1 
eryr camr (pBo542), que contienen agropina y manopina (39). 
En ning{in caso .fue posible establecer la pr~ 
sencia de octopina o nopalina en las raices inducidas por la es-
tirpe 15834 de A. rhizogenes. Como controles utilizamos extrac-
tos de tumores inducidos por A. tume£aciens ACH5 (octopina) o 
C58 (nopalina). 
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3.5. PLASMIDOS EN AGROBACTERIUM RHIZOGENES 
15834 
La estirpe 15834 de A. rhizogenes ha sido 
descrita como portadora de tres plAsmidos, de peso molecular 
107, 154 y 258 Md, siendo este dltimo un cointegrado de los o-
tros dos. La virulencia viene codi£icada en el plAsmido de 154 
Md, nientras que la sensibilidad a agrocina 84 reside en el plA~ 
mido de 107 Md (106). 
En orden a caracterizar la bacteria objeto 
de estudio, investigamos la presencia de plAsmidos as1 como sus 
tamanos moleculares. Siguiendo el procedimiento descrito, hici-
mos varias lisis mini escala y, por electroforesis en gel de a-
garosa, logramos detectar la presencia de un plAsmido, de un ta 
mafic similar a los Ti de ACH5 y C58, in£eriop al plAsmido crip-
tico presente en A. tume£aciens C58C1, cuyo peso molecular es 
superior a 214 l1d (12), (£otogra£1a n24).Este plAsmido debe ser 
equivalente al pAr15834b (106), portador del caracter virulento 
de la bacteria, mientras que el pAr15834a, que codi£ica la sen-
sibilidad a agrocina 84, parece no estar presente. 
Segd.n los m~todos·descritos, procedimos a p~ 
rificar DNA del pRi15834 para su caracterizaci6n por microscopia 
electr6nica y enzimas de restricci6n. Su aislamiento presenta 
gran di£icultad siendo practicamente imposible de obtener en c~ 
tidades apreciables siguiendo los m~todos descritos para el ais-
lamiento de los plAsmidos Ti. Posiblemente el pRi15834 se rompe 
durante la £enolizaci6n; asi, sustituimos este paso por una pre-
cipitaci6n en 1 M NaCl, recogiendo el DNA tras precipitar en po-
liet:lenglicol al.10 %. De esta manera, partiendo de tres litros 
de cultivo bacteriano obteni~os, tras la puri£icaci6n del DNA 
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Fotogra.f5.a n2 4 : Detenninac:i.6n de la presen-
cia de plAsmidos en A. rhizogenes 15834. Los lisados bacterianos 
Pueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa y se visua-
lizaron los pl!smidos con luz ultravioleta. La estirpe 15834 es 
portadora de plAsmidos {carriles 9, 10 y 11), de tamaflo superior 
a los de A. tumefaciens C58 (carriles 5, 6 y 7) e inferior al 
pl~smido criptico de A. twnefaciens C58C1 (carriles 1, 2 y 3). 
' ,. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
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plasmidico en gradiente de cscl, una cantidad de DNA que habi-
tualmente oscilaba entre 30 y 50 pg. 
No ha sido posible su caracterizaci6n compl~ 
ta por microscopia electr6nica; en los experimentos realizados 
se determin6 la presencia de un plAsmido de 109 Md, que seria e-
quivalente al pAr15834a, (£otogra£1a n25), a diferencia del que 
se detecta por electroforesis en gel. En casi todas las muestras 
era posible ver £ragmentos de lo que parecia ser un plAsmido de 
gran tamano, que sin embargo no £ue posible £otogra£iar comple-
te. (Tabla 1}. 
La caracterizaci6n por enzimas de restricci6n 
se ha hecho utilizando los siguientes enzimas: BamHI, Hindiii, 
Kpni, Pst I y Sma I, que cortan el pRi15834 formando los pattern 
que aparecen en la £otograf1a n25. A partir de la digesti6n con 
Sma I y comparando con DNA de £ago lambda digerido con Pst I, 
que origina fragmentos de tamano conocido (13), hemos determina-
do su peso molecular, que oscila alrededor de los 258 Md del 
pAr15834c, lo que coincide con ia presencia, ya descrita, de dos 

















TABLA n2 1: Longitud de los pl!smidos deter 
minada par mictoscopia electr6nica. El aumento en los positivos 
fue determinado mediante una rejilla de replica. 
FOTOGRAFIA nQ 5: Parte superior: DNA plasmi-
dicc de A. rhizogenes 15834 (2~g/ carril) digerido con BamHI 
(n2 1), Hindiii (22), Kpn I (32), Pst I (4Q). 
Parte inferior: PlAsmiclo de A. rhizogenes 
15834. Tamaflo molecular 109 Md. Fotografia a 15000 a,lm~ntos. 
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3.6. HOMOLOOIAS ENTRE pR:i.15834 Y pTiC58 
Para una primera hibridaci6n utilizamos DNA 
plasnidico obtenido de un cultivo bacteriano de A. tume£acia~ 
CS8. Este pTiC58 Pue purificado en un gradiente de CsCl y, tras 
extraer el bromuro de etidio y dializar la muestra, se diger1an 
2 pg de DNA con los enzimas BamHI, EcoRI, Hindiii y Sma 1. Los 
£ragnentos de restricci6n se separaban por electro£oresis en un 
gel ae agarosa al o.a % en buffer TRIS-acetato a 40 v durante 
la noche, siendo posteriormente trans£eridos a un filtro de ni-
trocelulosa segdn ias t~cnicas del Southern "blotting". Despu~s 
de preincubado el .filtro, se hacian hibridar los £ragmentos de 
restricci6n del pTiC58 con DNA de pRi15834 puri£icado y marcado 
con 32p por "nick traslation'', como s~ describe en Nateriales y 
M~todos. Tras una incubaci6n de 40 horas, los .filtros se lavaban 
·con una solu.ci6n de lavado conteniendo 3x sse, que se correspo!! 
de con una concentraci6n de Na+ de o.s M. La estabilidad de los 
hibridos de. DNA viene de~~rminada por la concentraci6n de sal 
en el medic. Dependiendo de las condiciones, la temperatura de 
£usi6n de los hibridos (Tm), aquella ala que la mitad del DNA 
se en.cuentra como doble cadena, varia· ~~gUn la relaci6n: · 
Tm = 81.5 + 16.6 lg (Na+) + 0.5 % (G+C) + 0.6 % 
.formarnida. ( 11). 
Para unas condiciones de inc1.tbaci6n, a tam-
peratu:r·a inferior a Tm, las mol~culas hibridas van a ser esta-
bles seg6n su grade de homologia, ya que un desapare~nientQ del 
1 % en su secuencia de bases hace descender la Tm de la mol~cu­
la en 1.4°C (SO). 
64 
En las condiciones utilizadas, asumiendo un 
contenido de G+C del 59% (107), la Tm era 106°C. A una temper~ 
tura de incubaci6n de 70°C (Tm -36°) por lo tanto, van a ser e~ 
tables aquellos heteroduplex que sean hom6logos, por lo menos, 
en un 75 % de su secuencia de bases. 
En esta primera hibridaci6n se observaba, 
(fotografia n26), la aparici6n de marcaje en varias bandas, d~ 
bido al apareamiento espec1£ico del DNA radiactivo, denotando u 
na relaci6n entre los plAsmidos. Sin embargo, este sistema no ~ 
ra muy ~til para mapear las zonas de homologia y asi comprobar 
a qu~ regiones del pTiC58 correspondian. En cualquier caso, ~ 
ta hibridaci6n sirvi6 para determinar la existencia de homolo-
gia en algunos fragmentos. como el Hindiii 13, no incluido en 
los clones existentes. 
Para establecer el mapa de homologias util! 
zamos clones en pBR322 o pRSF2124 del pTiC58 que, al originar 
un menor n~ero de fragmentos de restricci6n, permite ~~a iden-
ti£icaci6n mAs facil de aquellos que hibridan; ~sto es especial-
mente notorio en los fragmentos que tienen la misma movilidad e 
lectrofor~tica, que, en la mayoria de los cases, se incluyen en 
clones diferentes. 
El aisla.miento de los plAsmidos h1bridos se 
hizo seg6n el m~todo descrito por Birnboim {8). Partiendo de 
250 ml de cultivo, amplificado con clor~fenicol, obtuvimos, 


















Fotogra£1a n2 6 .DNA de pTiC58 digerido.con. 
BamHI (2), EcoRI (3), Hindiii (4) y Sma I (5). Lns £ragmentos 
de restricci6n son separados por electroforesis en gel de ag~ 
sa. Como control se utiliza DNA de.£ago lambda digerido con Pst !. 
(1). Los £ragmentos son trans£eridos a un £iltro de nitrocelulosa 
e hioridados con DNA de pRi15834 marcado radiactivamente (6, 7, 
8 y 9). El clon pGV0321, conteniendo el £ragmento Hindiii 1 de 
pTiC58, es digerido con Hindiii (11) y transferido a un £ilt:ro, 
siendo hibridado contra pRi15834 marcado (13). Como control uti-
lizamos DNA de pRi15834 digerido con Sma I (10). 
. . ·. 
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clori' ~ 260 280 Concentraci6n 
pGV0331 0.143 0·.282 0.145 282 
pGV0335 0.156 0.299 0.163 299 
pGV0340 0.461 0.962 0.504 962 
pGV0347 0.286 0.566 0.303 566 
pGV0348 0.160 0.303 0.169 303 
pGV0362 0.143 0.236 0.125 236 
pGV0370 0.218 0.457 0.249 457 
pGV0371 o.092 0.134 0.081 134 
PGV0415 o.1ao 0.282 0.150 282 
pGV0709 0.271 0·546 0.284 546 
La diluci6n medida fue 1:20, en una cuveta 
de 400 pl. El volwaen total de muestra era 200 pl en todos los 
casos. La concentraci6n de DNA se mide segOn su absorbancia a 
una luz de longi tud de onda de 260 nm, don de 50 pg/ml de DNA 
tiene una absorbancia de 1.0. Las absor·bancias a 230 y 280 nm 
nos dan una idea de la pureza del DNA {48) • 
2 pg de DNA de cada cion, abarcando la tota 
lidad del pTiCS8, fue~n digeridos con Hindiii y los 1ragmentos 
que se originaban Pueron separados e~ un gel de agarosa a1 0.8 
- % en TRIS-acetato pH 7.4. Como la longitud del rel necesaria p~ 
ra separc?.r los fragmentos es menor en estos casas, un mismo gel 
se podia utilizar para separar dos digestiones a la vez. 
El T-DNA del pTiC58, que incluye la zona 
comprendida entre los £ragmentos Hind III 10 y 23, se han clo-
nado separando cada fragmento en un clan. 
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2 pg de DNA, digerido con Hindiii, se some 
tian a electro£oresis en gel aparte. 
Los £ragmentos de DtJA separados asi fueron 
trans£eridos a £iltros de nitrocelulosa, siguiendo las t~cnicas 
del southern "blotting". Una vez preincubados los £iltros, se 
hibridaron los fragmentos de restricci6n con DNA de pRi15834, 
rnarcado radiactivamente con 32P deTP. La incubaci6n se hacia a 
70°C en una soluci6n que contenia Jx sse, durante 40 horas en 
bano de agua con agitaci6n ligera. El lavado de los £iltros se 
hacia a 70°e con soluciones conteniendo 3x 6 0.3x sse. En el 
primer caso, lavando con 3x sse, son estables aquellos hibridos 
que compartan una secuencia hom61oga en un 75 % par lo menos. 
Al diluir 10 veces la concentraci6n deNa+, lavando con O.Jx 
sse, ('I'm= go0 c), los DNA hibridos para ser estables tienen que 
alcanzar, siguiendo la ecuaci6n indicada anteriormente, una h~ 
mologia de por lo menos el 86 %. En los autorradiogramas obte-
nidos a partir de estos £iltros se observa la presencia de al-
gtmas bandas que presentan marcaje radiactivo en los filtros 
lavados con Jx sse, pero no asi en los lavados con o.Jx sse. 
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Estas corresponderian a zonas con homologia media. Sin embargo, 
la mayoria de las zonas con homologia a Tm -36°, la siguen co!! 
servando a Tnt -20°, lo que parece indicar la presencia d~ zonas 
de secuencias practicamente iguales entre los dos pl~smidos, 
(.fbtogra£1a n27)• Una vez situadas las ionas rte homologia €n 
el mapa fisico del plAsmido Ti de A. tumefacie~ C58 (25) (fi-
gura 2), se localizaron en el mapa gen~tico establecido para 
el PTiC58 {45) (£igura 3). De esta manera pudimos saber qu~ 
funciones geneticas del pTiC58 venian codificadas en las zonas 
de homologia, £unciones que, en muchos cas()~, pcdian estar pr~ 
sentes al mismo tiempo, en raz6n de su homologia, en el pl~sm! 
do Ri de A. rhizogenes 15834. El objeto era determinar· la pr~ 
sencia de £unciones o procesos hom61ogos entre la inducci6n, 
establecimiento y mantenimiento de la transformaci6n nuno1•a1 
de la c~lula vegetal en el crown gall y la aparici6n de raic~s 
en el hairy root. 
As! determinamos que no habia en el pRi15834 
ninguna regi6n hom6loga con el T-DtlA del pTiC58, excepto en el 
fragmento Hindiii 10, con un 75% de homologia (fotografia n28); 
este fragmento pertenece al T-DNA y se transcribe activamente 
en ld c~lula transformada pero, sin. embargo, todavia no se le 
ha asignado ninguna .f'unci6n. No hay homologia con la zona de 
s1ntesis de nopalina en la c~lula vegetal, ni con la zona que 
coaifica el catabolismo de esta opina en ~~ tume£aciens C58. 
Los fragmentos holm6logos al pRi15834 sea 
grupan en el pTiC58 en una regi6n continu.a, con excepci6n de 
los £ragmentos Hindiii 8 y 35. En las zonas de homologia entre 
los dos plAsmidos se si tuan, en el p'l·iC58, los genes que codi-
fican las funciones implicadas en la transferencia del plAsmi-
do (genes Tra), que afectan ala conjugaci6n entre bact~rias y 
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que pueden estar relacionados con la trans£erencia de DNA a la 
c~lula vegetal (100). Asi mismo hay homologia en la regi6n que 
dirige la sensibilidad a a~rocina 84 (Agr), aunque, como se di 
jo anteriormente, esta bacteria es resistente a la bacterioci-
dina. 
Todas las mntaciones que a£ectan a la viru 
lencia de A. tume£aciens C58 (One-), que no pertenecen ala re 
gi6n T, rnapean en regiones de homologia con pRi15834. De la 
misma forma, estas regiones se encuentran situadas en las zonas 
de homologia entre pTiC58 y pTiACH5, siendo tambien, por lo t~ 
to, hom6Iogas con el pl~smido de A. rhizogenes 15834, excepto 
por la secuencia comUn (common DNA) de 5.5Md {102) presente en 
la regi6n T de todos los plasmidos Ti estudiados. 
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Fotografia n2 7 : Clones de pTiC58 digeridos 
con Hindiii y separados por electroforesis en gel de agarosa. 
los fragmentos son transferidos a filtros de nitrocelulosa e 
hibridados con DNA de pRi15834 marcado l'adiactivamente. Los fi! 
. 0 
tros fueron lavados a 70 c con 3x sse (75 % homologia) o con 
o.3x sse (86 %). La exposici6n de los autorradiogramas era de 
24 horas o 5 dias. Se observa la desaparici6n en el filtro lava 
do con 0.3x sse de algunas bandas presentes en el filtro lavado 
con 3x sse. 
.. • • 






0.3 x sse 
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Fotogra£1a nQ 8 Fragrnentos de restricci6n 
Hindiii del T-DNA del pTicsa. Los fragmentos son separados en 
electroforesis en gel de agarosa, transferidos a un filtro de 
nitrocelulosa e hibridados con DNA de pRi15834 mat~ado radiac 
ti~amente. Solo aparece hibridaci6n para el Eragmento nQ 10 ~ 
el filtro lavado con 3x sse (75 % de homologia) 
0 tn ~ o-
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Figura n2 2 : t-tapa Fisico de pTiCS8 donde se 
seftalan las zonas de homologia con pRi15834 (en negro). Las zo-
nas vacias represent·an homologias de un 75 %, £rente al 86 % de 
las anteriores. 
Figura n2 3 : Hapa gen~tico de pTiC58 donde 
se determinan las .Funciones codificadas en. las zonas de homolo 
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3.7. HOMOLOGIAS ENTRE pRi15834 y pTiACH5 
En este case utilizamos directamente para 
las hibridaciones los clones, en pBR322, del pTiACH5 (28). Los 
plAsmidos hibridos se aislaron siguiendo el metodo de Birnboim 
(8), obteniendo, a partir de 250 ml de cultivo ampli£icado, 
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Las rnedidas se obtuvieron a partir de dil~ 
ciones 1:50 de la r.~uestra. La cantidad total era 300 pl por c~ 
da muestra. 
Se digerian 2 ~g de cada clon con Hindiii 
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y los fragmentos de restricci6n se separaban por electrofore-
sis en geles de agarosa, siendo transferidos posteriormente a 
filtros de nitrocelulosa, como se ha descrito (95). 
Tras preincubar los filtros, se hibridaban 
con DNA del plasmido de A. rhizogenes 15834, marcado con 32P-
-dCTP por "nick translation"; la hibridaci6n se hac1a. a 70°C 
con 3x sse durante 40 horas; los filtros se lavaban a la misma 
temperatura con soluciones que contenian 3x 6 o.3x sse, que ~ 
cia m~s restr.ictivas las condiciones de estabilidad para l~s 
mol~culas hibridas fonnadas (Tm 106° y 90° respectivarnente). 
La homologia entre el pRi15834 y el T-DNA 
del pTiACHS £ue estudiada en mas detalle haciendo dobles dige~ 
tiones de los plAsmidos hibridos que contenian los frawnentos 
de restricci6n de este T-DNA, obteniendo asi un mapa de homo-
logias mAs fino, al ser menores los fragmentos de DNA analiz.! 
dos. Esto se hizo con objeto de determinar la zona que dirigia 
la sintesis de agropina, tanto en los turnores fox·mados por _A._ 
t\unefaciens ACHS como en las raices formadas por A. rhizogenes 
15834 ya que, al ser sintetizada en los tumores, esta zona de-
biera estar incluida en el T-DNA de la estirpe ACHS; de la mis 
rna manera, al ser sintetizada en las raices inducidas por la 
estirpe 15834, esa zona podria pertenecer a un posible DNA 
transferido por A. rhizogenes a la c~lula vegetal, paX'a let im-
plantaci6n del hairy root. 
El cion pGV0201 (concentraci6n 150 pg/ml), 
que contiene el fragm.ento Hindiii 1, .fue dig€rido con Hi11diii/ 
/BamHI, Hindiii/Hpa I y Hindiii/Sma I, mientras qne el pGV0153, 
conteniendo el fragmento BamHI 8 (concentraci6n 400 pg/ml), lo 
fue con BamHI/EcoRI, BamHI/Hindiii y Sma I sola. Las digestio-
nes se hac!. an con los dos enzimas al r.lisr.1o tiempo, originando 
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diversos fragmentos que £ueron separados por electro£oresis. 
Estos £ueron transferidos a filtros de nitrocelulosa que se ~ 
tilizaron para la hibridaci6n con DNA marcado de pRi15834. El 
lavado de los filtros se hizo a 700C con una soluci6n que co~ 
tenia 3x sse. En otros casos se bajo la temperatura de incub~ 
ci6n y lavado a 60°C, que permit1a la estabilidad de hibridos 
con solo un 68 % de homologia. 
Aunque en el T-DNA del pTiACH5 no hay una 
homologia estricta (a Tm -36°) con el pRi15834, relajando las 
condiciones (Tm -46°) se observa una regi6n que mapea en la zo 
na com~ de los fragmentos Hpa I 3 y Sma I 10c, hom6loga en un 
70 ~', ya que los fil tros se ·lava ban a 6S°C con 3x sse, ( £oto-
gra£1a n29). 
Utilizando el clon pGV0120, que tambi~n 
forma parte del T-DNA, se observa que uno de los fragmentos ob 
tenidos por digesti6n con Hind III hibrida con el pRi15834 mar 
cado, cuando la incubaci6n se hace a 70°C con 3x sse (75 % de 
homologia requerida). Esta zona comprenderia por tanto la pa~ 
te del pTiACH5 incluida en el clan pGV0120 y que no est~ pre-
sente en el clan pGV0153 y en ella vendria el gen o genes in~ 
lucrados en la sintesis de agropina en las c~lulas tumorales. 
De las hibridaciones en el resto del pl~s­
mido se deduce que la homologia entre pTiACH5 y pRi15834 es m~ 
nor que la existente entre ~ste y el pTiC58. De igual manera, 
tampoco aparece en este caso una homologia alta en zonas per-
tenecientes al T-DNA de ACHS, excepto las senaladas. No son 
tampoco hom6logas las regiones que en el pTiACH5 codifican el 
catabolismo de octopina y arginina. (fotogra£1a nQ10). 
Las zonas hom61ogas se situan agrupadas en 
tres regiones (figura nQ4); una de ellas incluye la zona donde 
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mapean £unciones relacionadas con la conjugaci6n del pl!smido, 
(Tra genes). En otra zona est!n los genes para el catabolismo de 
agropina (Age), incompatibilidad entre pl!smidos (Inc) y origen 
Je replicaci6n (Ori) y, por 6ltimo, otra regi6n de homologia co~ 
tiene diversos puntos donde mapean inserciones afectando la vi-
rulencia (One-). (figura n25). 
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Fotogra£ia nQ 9 : clan pGV0153 digerid~ con 
BamHI/EcoRI (1), BamHI/Hindiii (2) y Sma I (3). Clon pGV0201 
digerido con Hindiii/BamHI (4), Hindiii/Hpa I (5) y Hintdiii/ 
/Sma I (6). Los £ragmentos de restricci6n se separan por eleE 
tro£oresis y son t:t"ansferidos a filtros que se hibridan con DNA 
de pRi15834 rnarcado. Los £iltros se lavan con 3x sse a E0° 6 
65° y las zonas que presentan homologia se sitdan en el mapa 
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Fotogra£1a n2 10: Digesti6n con Hindiii de los 
clones que abarcan la longitud de pTiACH5. Los fragmentos de 
rest~icci6n, separados por electroforesis, son transferidos a 
£iltros de nitrocelulosa e hibridados con DNA marcado de pRi15834 
Los filtros se lavan con 3x 6 0.3x sse a 70°C y los autorradio 
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Figura n2 4 : Hapa fisico de pTiACH5 con las 
zonas de homologia con el pRi15834. 
Figura n2 5 : Mapa gen~tico de pTiACH5 indican 

























3.8. TRANSCRIPCION DE DNA BACTERIANO EN 
RAICES INDUCIDAS POR A. RHIZOGENES 15834 
3.8.1. Extracci6n de RNA de raices 
Se utilizaron cultivos 11quidos est~riles 
de raices induc:tdas por A. rhizogenes 15834: tomamos 42 g de 
raices , que se homogeneizaron elimin~do los residues por cen-
tri£ugaci6n. El RNA se extrajo al someter el sobrenadante a un 
gradiente de cscl y, tras precipitarlo, se redisolvi6 en 500 pl 
de agua est~il. Se tomaron 20 pl de esta soluci6n para separar 
los RNA en electroforesis en gel de agarosa al 1 % en ·buffer fos 
fato pH 7.0. Tras 4 horas a 100 v, se tine el gel con bromuro de 
etidio y se toman las £otogra£1as, iluminAndolo con luz ultravio 
leta (£otogra£1a n211). 
Por otra parte se midi6 el espectro de abso! 
ci6n de la soluci6n de RNA entre 300 y 200 nm. La absorci6n a 
260 run, diluci6n 1:40, era 1.88 que equivale a 3.76 mg/ml en la. 
soluci6n inicial.(figura n26). 
Para usarlo como control obtuvimos RNA a pa! 
· tir de plantas de patata sin esterilizar. cortamos 41 g de rai-
ces y las lavamos con agua est~ril. De la misma manera obtuvimos 
el ffiiA que, una vez precipitado, se resuspendi6 en sao· pl de a-
gua esteril. Se pusieron 20 pl en un gel de agarosa y se someti6 
a electrcforesis. Al medir el espectro de absorci6n de esta so-
luci6n de IDTA, entre 320 y 200 nm, obtuvirnos los r~sultados in-
dicados en la figura nQ7, donde la absorci6n a 260 nm, diluci6n 
1:4C, era 1.95, que se corresponde con una concertraci6n de 3.9 
mg/ml Gn la soll.tci6n inicial de RlTA. 
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3.8.2. Preparaci6n del eDNA 
Segdn lo descrito en Materiales y M~todos, 
tomamos 100 p1 de la soluci6n de RNA (3.76 mg/ml) obtenido de 
las raices inducidas por A. rhizogenes 15834 y afladimos a la 
mezcla de incubaci6n una cantidad de ( a3~) dCTP equivalente a 
200 x 106 cpm. Tras la incubaci6n con M~ transcriptasa inversa, 
tomamos una muestra de 5 pl y precipitamos el DNA-RNA £ormado 
con TCA al 10 %, midiendo la radiactividad incorporada. La mar-
ca era 1.36 x 106 cpm, que hay que multiplicar por 34, ya que el 
volumen de la soluci6n de incubaci6n era 170 ~1, y por 2, ya que 
utilizamos agua en lugar de liquido de centelleo. Esto signi£i-
ca una radiactividad incorporada en DNA de 92.5 x 106 cpm, que 
£rente a los 200 x 106 cprn ofrecidos, significa un 46.2 % de 
incorporaci6n. 
Mientras tanto, denaturamos el hibrido DNA-
RNA, eliminamos las proteinas con proteinasa K, fenolizando po~ 
teriormente, y separamos el eDNA marcado radiactivamente de los 
nucleotidos { a32p) dCTP, por fraccionamiento en una columna S,!; 
phadex G 50, colectando fracciones de 5 pl. Hedimos la radiact!_ 
vidad en un contador de centelleo y agrupamos las fracciones de 
mAxima marca, midiendo.nuevam~te su a~tividad (0.11 x 106 cpm/ 
5•pl). El volumen total recogido es 2.16 ml (47.5 x 106 cpm to-
tales). 
como control preparamos eDNA radiactivo a 
partir del RHA extraido de raices de patata sin in£-2ctar, compr,2 
bando de esta manera si la utilizaci6n de oligo dT como inicia-
dor· para la sintesis de eDNA servia para eliminar la conta:nina-
ci6n del posibl2 RNA bacteriano presente, que no transcribiria 
• 
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con una cola de poli A. Tomamos 100 pl de la soluci6n de RNA, i~ 
cubmdolo con 200 x 1 o6 cpm de ( a 32p) dCTP y transcriptasa in-
versa. Tomamos una muestra de 5 pl cuya radiactividad era 1.39 
x 106 cpm, siendo la radiactividad incorporada en DNA de 94.5 x 
106 cpm, con un 47.2 % de incorporaci6n. 
f1edimos la radiactividad de las fracciones 
obtenidas al separar la mu~stra en una colurr~a de Sephadex G SO 
y agrupamos aquellas de mAxima actividad, midiendo la actividad 
total en una muestra de 5 pl (0.12 x 106 cpm). El volurnen total 
es 1.86 ml (44.6 x 106 cp~ totales). 
3.8.3. Hibridaci6n eDNA-DNA pRi15834 
Para preparar los filtros digerimos con Smai 
1.5 pg de DNA de pRi1S834, puri£icado en gradiente de CsCl; se-
paramos los fragmentos de restricci6n po~·electroforesis en gel 
de agarosa, utilizando como control DnA d~ £ago lambda digerido 
con Pst I, y los transferimos a un filtro de nitrocelulosa. Una 
vez fijado el DNA, pusimos a preincubar el filtro en una solu-
ci6n con 6x SSG ·como con·tenido en sal, manteni(!ndolo durante la 
noche a 72°C en un baflo de agua. 
Antes de empezar la hibridaci6n, se calent6 
el eDNA obtenido a 100°c durante 10 min. y se enfrio rapidamen-
te en hielo. Despu~s se le a~adi6 un volumen i~lal de la solu-
ci6n utilizada durante la preincu.baci6n, (contenido final en sal 
3x sse), rnantenida a 72°C y se vierte en las balsas con los .fil 
tros, una vez eliminada la soluci6n de preincubaci6n. Se cierran 
las bolsas y se deja incubar durante 40 horas, tras las cuales 
lavamos con una soluci6n que contenia 3x sse manteniendo la tern 
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como control repetimos el mismo procedimi~ 
to, hibridando otro £iltro de DNA de pRi15834 digerido con Sma r, 
con el eDNA obtenido a partir del IDTA extraido de patatas sanas. 
Una vez lavados, se secaron los £iltros du-
rante i hora a 80°C en vacio y se introdujeron en el cassette 
para autorra?iografia, dej&ndolo a -70°C durante 24 horas. Tras 
esta exposici6n aparec.en tres bandas que presentaban marcaje, 
. 
de ·8.6, 8.0 y 2.4 Md, y una cuarta posible de 4.8 Md. No apare-
·ce marcaje en el control, como ~ra de esperar. Prolongando la 
exposici6n durante cinco dias; se confirmaba la presencia de las 
·cuatro bandas, apareciendo una quinta de peso molecular 5.6 Hd; 
no se detect6 marcaje en el control. (£otogra£1a n212). 
Par otro lado utilizamos este mismo eDNA p~ 
ra hibridar con fil tros que contenian los T-DNA de A. tumefaciens 
C58 y ACH5. En el caso del pTiCS8 se utilizaron los clones que 
contenian por separado los _£ragmentos Hindiii del T-DNA. Para 
pTiACHS hicimos dobles digestiones, segdn se indic6 anteriorme~ 
te. Las hibridaciones se hicieron en las condiciones descritas, 
es decir, Tm -34°, que permite la estabilidad del heteroduplex 
con al menos un 76 ~' de homologia, no apareciendo hibridaci6n 
en ning6n caso. cuando se incluy6 el clan pGV0120 del T-DNA de 
pTiACHS aparecia ttna banda de hibridaci6n, confirmando la hip~ 
tesis de ~1e alli estaba situado el gen o genes que dirigian la 
sintesis de agropina. 
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Fotografia n2 11 : Separacion por electro£or~ 
sis en gel de agarosa del RNA extraido de las raices inducidas 
por A. rhizogenes 15834 (2Q carril). 

95 
Figura n2 6 : Espectro de absorci6n entre 320 
y 200 nm de la soluci6n de RNA extraido de raices inducidas por 
A. rbizogenes 15834. 
Figura n2 7 : Espectro de absorci6n entre 320 
y 200 nm de la soluci6n de RNA extraido de raices de plantas 
sanas de patata. 
RNA r~icts inducidtt 
par A. rhizatenu 15134 
190 230 260 290 320 ~l 
7 
RNA rafcet pfanta sana 
190 230 260 290 320 .l 
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Fotografia n2 12 : DNA de pRi1S834 digerido 
con sma I (1). Este DNA rue trans£erido a £iltro de nitrocelu-
losa e hibridado con eDNA sintetizado a partir de ~TA extraido 
de raices inducidas por A. rhizogenes 15834, exponiendo los a~ 
torradiogramas 24 horas (3) 6 5 dias (5), apareciendo varias 
bandas que hibridan. Como control se hibrid6 cDHA sintetizado 
a pa~tir de RNA extraido de plantas sanas, (4 y 6). A partir 
de la digesti6n de DNA de £ago lambda con Pst I (2), pudimos 


















Agrobacterium. tum.e£aciens es una bacteria · 
g~ negativa, presente de manera habitttal en el suelo que, al 
irfectar, a traves de una herida, plantas dicotiledoneas o gim-
ncspermas, origina una en£ermedad denominada "cl'O\''ll gall", que 
SE caracteriza por la aparici6n de hiperplasias de naturaleza tu 
mcral. Esta trans£ormaci6n tumoral es debida a la integraci6n en 
eJ nucleo de la c~lula vegetal (15, 108) de una parte, regi6n T 
('4), de un pltismido de gran tamaflo (plAsmid Ti) pre.sente •=:!n t£ 
d<S las estirpes pat6genas ( 114). Este T-DNA pr€>:.·enta un tamafio 
v<riable segUn los cultivos tumorales investigad~s (67, 102) y· 
e1 ~1, ademas de los genes responsables de la iniciaci6n y mcu2: 
tenimiento del estado t1.unoral, se si t-C:tan otros genes ( 42, 45 , 
. 112) que dirigen la sintesis por parte de la c~lula vegetal de 
UlOS compuestos denominados genericamente opinas (100), ausen-
tts en las plantas sanas (54). Estas opinas pueden ser usadas 
c•mo 6nica Puente de carbona, nitr6geno y energia (71), par a-
qtellas estirpes que han inducido la transformaci6n tumoral, ya 
qte los genes responsables de su catabolismo se sit6an tambi~1 
e1 el plasmido Ti (9), obteni~ndose asi una ventaja selectiva en 
11s bacterias portadoras de plasmido. De la misma manera, estos 
ompuestos promueven la conjugaci6n del plasmido Ti (37, 47, 58, 
Bl), al formar parte tanto los genes Tra como los genes respon-
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sables del catabolismo de opinas, de dos operones di£erentes con 
un gen regulador comUn (62). 
A. rhizogenes, del mismo g~nero, es el cau-
sante del denominado "hairy root", que viene caracterizado par u 
na abundante proliferaci6n radicular en la herida infectada. 
Nuestro estudio se ha centrado en los meca-
nismos que conducen a la implantaci6n del hairy root observando 
su relaci6n con los procesos que intervienen en el crown gall, 
donde la transferencia de DNA de la bacteria a la planta, la in 
tegraci6n de ~ste,y su transcripci6n y expresi6n constituyen los 
eventos fundamentales de la transformaci6n celular. Para ella he 
mas utilizado la estirpe 15834 de A. rhizogenes caracterizando 
fenotipos del g~ero Agrobacterium. Asi, hemos demostrado que la 
estirpe no es capaz de realizar la fermentaci6n de lactosa a 3-
cetolactosa, como sucede con todos los A. rhizogenes estudiados 
y parte de los A. tumefaciens (43). El g~nero Agrobacterium pu~ 
de ser clasificado en base a pruebas bioquimicas, en dos bioti-
pos (60), formAndose un tercero con aquellas especies no clasi-
ficadas en los otros dos (59). El primero comprenderia los~ 
tumefaciens y otras especies no pat6genas, siendo todos ellos ca 
paces de formar 3-cetolactosa. En el biotipo 2 se incluyen los 
Agrobacterium no productores de 3-cetolactosa, tanto estirpes 
de A. tumefaciens como de A. rhizogenes. La estirpe 15834 de A. 
rhizogenes utilizada en nu'estro trabajo parece par tanto perte-
necer a este biotipo 2. 
Hemos prestado especial atenci6n a los feno 
.tipos que en A. tuntefaciens vienen codificados por los plAsmidos 
Ti. As1, estudiamos la sensibilidad de la estirpe 15334 a agroc! 
na 84, bacteriocidina sintetizada por A. radiobact~~r K34 (84), 
que afecta a los Agrobacterit~ portadores de un pl~smido Ti tipo 
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n~alina. Esta bacteriocidina es un 6-N-fosforamidato de un an~ 
lcgo del nucleotide de adenina (91) con estructura similar ala 
a~ocinopina, compuesto tipo opina que puede ser catabolizado 
per las bacterias portadoras del mismo plAsmido Ti tipo nopalina 
( 3J) , ya que ambos compuestos son sus tra tos de una misma perm.e~ 
s~ Nuestra estirpe ha resultado ser resistente a agrocina 84 
er todas las pruebas realizadas, a pesar d~ estar descrita como 
smsible, habi~dose detectado ademas la presencia de agrocill£ 
p~a, su anAlogo, en las raices inducidas por esta bacteria. 
otro caracter codificado en J.os plasmidos Ti 
e! la capacidad de utilizar oc.topina y nopalina contc fuente de 
c~bono yjo nitr6geno (9). Nin~tno de estos compuestos puede ser 
uti.lizado por A. rhizogenes 15834 como £uente de energia. Sin em 
b~go, tras una incubaci6n prolongada de placas suplementadas 
ccn octopina como dnica fuente de nitr6geno, aparecen mutantes 
qte se desarrollan nonnalmente; Esta utilizaci6n de octopina ven 
d1ia codificada por un gen cromosomal presente en el biotipo 2 
dE Agrobacterium (78}, bien diferenciado de aquel que portan los 
pJAsmidos Ti, siendo este altimo inducible por el sustrato {61). 
Er ningdn caso se ha detectado la presencia de octopina o nopa-
l~a en las raices inducidas por A. rhizogenes 15834, tanto en 
lcs cultivos est~riles, s6lidos o liquidos, como en raices re-
cjen formadas, lo que estA en consonancia con su no utilizaci6n 
per la bacteria. 
Una vez establecidos los cultivos de raices 
itducidas por la estirpe 15834, hemos detectado en ellos la pr~ 
smcia de agropina, nianopina y agrocinopina, cor.1puestos que pr~ 
s~ntan actividad tipo opina en A. tumefaciens. La agrocinopina 
es un compuesto presente en los tumores inducidos por estirpes 
p~rtadoras de plAsmidos tipo nopalina, desettbierto como conse-
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cuencia de un estudio relacionado con la sensibilidad de esas 
estirpes a agrocina 84 (30}. La agropina es un compuesto prese~ 
te en los tumores inducidos por algunas estirpes tipo octopina, 
alcanzando en ellos hasta un 7 % del peso seco del tumor (34}. 
La manopina puede representar un precursor con cadena abierta 
de la agropina (98}. Ninguno de estos compuestos aparece en los 
extractos de raices de plantas sanas. Estes compuestos han sido 
tambi~n detectados en cultivos de raices inducidos por A. rhizo-
genes A4 {101} y su actividad como opinas, que incluye la posi-
bilidad de ser catabolizados por la bacteria inductora y su ca-
pacidad de promover o aumentar la frecuencia de conjugaci6n de 
sus plasmidos, parece probada (16}. 
La principal caracteristica que confieren 
los plasmidos Ti a las estirpes portadoras, es su capacidad pa-
ra transformar la c~lula vegetal, originando la aparici6n de t~ 
mores, que representarian zonas de acdmulo de compuestos metab£ 
lizables exclusivamente por la bacteria. Su participaci6n en la 
virulencia habia sido probada para A. rhizogenes 15834 (79), 
viendo que estirpes virulentas se convertian en avirulentas, re 
cuperando la patogenicidad al recibir por conjugaci6n unplasmido 
de la estirpe 15834 (106). Esta estirpe es portadora de tres 
plflsmidos, de pesos moleculares 107, 154 y 258 Hd, siendo este 
ultimo un cointegrado de los dos primeros. A lo largo de nuestro 
trabajo hemos detectado, tanto por electroforesis en geles de 
agarosa de lisado bact2riano, como por microscop1a electr6nica 
de DtTA purificado por ul tracentrifugaci6n ~n grc:-tdiente de CsCl, 
la presencia d·.~ pL~.smidos. ::stos han side caracterizados ::tediGn 
t= dig8stion8s con dif·:=r:~ntes cnzinas de r~stricci6n, cm:l?rob~ 
co c:ue la stuna c1e los pesos molccular~s d·2 los fragmentos g·2ne_ 
rados se corr~sponde con lo esperado para los pl~smidos dcscri-
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tos. 
La virulencia de la estirpe 15834 viene de-
teninada por el plAsmido de 154 Md, que se denomina plAsmido Ri 
(rrot inducing), mientras que la sensibilidad a agrocina 84 se 
~i~a en. el plAsmido de 107 Md (106). Sin embargo, el cointegr~ 
dosigue dotando ala bacteria portadora de su caracter virul~ 
to, par lo que tambi~n puede ser considerado como plAsmido Ri. 
La dificultad que presenta el aislamiento 
deJ DNA plasm1dico de A. rhizogenes 15834, por causas todav1a 
sir determinar, pero que podrian deberse tanto a su gran tamaflo 
cmo a asociaciones con prote1nas de membrana, que impedirian su 
se1araci6n, nos ha llevado a desarrollar un m~tod modificado a 
paJtir de otros existentes, que evita en lo posible la agitaci6n 
de: lisado y la £enolizaci6n de la muestra para la eliminaci6n 
de proteinas. Hediante este sistema es posible obtener, depen-
dilndo de las preparaciones, entre 30 y 50 pg de DNA plasmidico, 
pu~i£icado por ultracentri£ugaci6n, a partir de 2 litros de cul-
ti~ bacteriano crecido durante 24 horas. 
Las mutaciones que a£ectan a la virulencia 
dela estirpe en A. tume£aciens se distribuyen a lo largo del 
pli.smido Ti mutaciones One-); de ellas una parte mapea en la 
zo1a de DNA que es transferida a la c~lula vegetal ( T-DHA) ; sin 
em>argo, un gran nllinero se sit1ia £uera de la regi6n T (44), ag~ 
patdose en distintas zonas que suelen coincidir con las regiones 
dehomologia entre los plAsmidos Ti de tipo octopina y nopalina 
(~). Estas mutaciones a£ectarian a genes involucrados en proce-
so; previos a la integraci6n del !)JJA en la c~lula vegetal, que 
es:arian relacionados con el paso de DNA de la bacteria a la pl~ 
tay su integraci6n en el nucleo de la c~lula. 
Con objeto de estudiar los rnecanisr.tos que con 
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ducen a la aparici6n del hairy root, hemos investigado la homo-
logia existente entre los pl~smidos de A. rhizogenes 15834 por 
un lado con el pTiC58, como plAsmido tipo nopalina, y con el 
pTiACH5 como pl~smido tipo octopina, por otro. Utilizando los rna 
pas fisicos y gen~ticos que existen para los pTiC58 y pTiACH5 
(23, 25, 28, 45), hemos podido localizar las regiones de homolo 
gia.con el pRi15834 y relacionarlas con las Punciones codi£ica-
das en ellas, tanto en A. tumefaciens C58 como en A. tume£aciens 
ACH5· variando las concentraciones de Na+ y las temperaturas de 
hibridaci6n, hemos establecido dos condiciones de mapeo di£ere~ 
tes, que se corresponden con un 75 % y un 86 % de homologia re~ 
pectivamente. Las zonas de 86 % de homologia representan posibl~ 
mente zonas ~guales entre los plAsmidos, mientrs que las zonas 
con 75 % de homolo~iq provengan posibl~ente de regiones comunes 
.·que se han diversi£icado a lo iargo del tiempo. 
Si pensamos que el hairy root se produce me-
diante un mecanis~o· similar aL crown gall, que implica una int~ 
graci6n de DNA bacteriano en las c~lulas de la raiz, parece 16-
gico empezar el estudio de las homologias centr~donos en las r~ 
giones T de los pl~smidos Ti. AdemAs, tanto en los tumores indu 
cidos par algunas estirpes con pl!smidos Ti tipo octopina, como 
en las raices inducidas por A. rhizogenes 15834, se detecta la 
presencia de agropina como resultado de la proli£eraci6n del t~ 
jido. Por lo tanto, los genes que dirigirian la sintesi de agr£ 
pina en tumores o raices, habrian de £ormar parte de la regi6n 
que se transfiriera a la c~lula vegetal , siendo comdnes en los 
dos procesos. 
Estudim1do la homolog1a entre pRi15834 y la 
regi6n T del pTiACH5 nos centramos en primer lugar en la regi6n 
izquierda del T-DNA (TL-DNA). Este borde izquierdo del T-DNA p~ 
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re<e ser constante en los tumores que sintetizan octopina, mie_!! 
trcs que el borde derecho presenta m!s variaciones, incluy~ndose 
al:i en algunos tumores, regiones de DNA que no aparecen en o-
trts ( 22, 102). Hacienda hibridaciones en condiciones de in cuba 
cim que permitian el apareamiento de heteroduplex con un 75 % 
po:o lo menos, de homologia, observamos que el pRi 15834 no con.te 
nit ninguna regiOn que se correspondiera, en esas condiciones, 
cot secuencias presentes en el TL-DNA de ACH5. Suponiendo que 
laregi6n que codi£icara la sintesis de agropina (Ags) pudiera 
s~ de pequeao tamaRo, hicimos dobles digestiones con enzimas 
derestricci6n de los clones que contenian este ·rL-DNA {pGV0153 
y >GV0201). De _esta manera, los £ragmentos analizados eran mAs 
peJUefios, penni tiendo asi la detecci6n de .secucmcias menores de 
aRa homologia. En cualquier caso no aparecen zonas de homologia 
c01 menos del 25 % de desapareamiento. Incubando en condicj.ones 
maos estrictas, que permitian la estabilidad de neteroduplex 
c~partiendo solo un 68 % de homologia, aparece hibridaci6n del 
p:Ri. 158 34 en una regi6n del TL-DNA del imi tad a por 1 a parte comdn 
de los £ragmento Sma I 10c y Hpa I 3. En los tumores tipo octo-
pita, esta zona se transcribe en un mRNA de 2.7 kb de longi-
hd (111) y mutaciones en esa regi6n provocan la aparici6n de 
bDtes en los tumores {65). Esta regi6n del TL-DNA regularia 
Pmciones que impidieran la di£erenciaci6n bacia tallo de las c~ 
ldas transformadas. Esto, junto con la no existencia de homolo 
g~ con las regiones que impiden la aparici6n de raices en los 
tunores octopina, sugiere la presencia de un mecanisme similar 
et cro'\lm gall y hair.J root, habiendo en ambos una represi6n en 
1< di£erenciaci6n bacia tallo, no existiendo en el dltimo la re 
p1esi6n que impide la £ormaci6n de raices. 
Utilizando el clon pGV0120 observamos la a-
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parici6n de hibridaci6n en una regi6n comprendida en los £ragm~ 
·tos EcoRI 20 y la parte de Eco~ 12 no incluida en el clon pGV 
0201. Las condic!ones de hibridaci6n permiten la estabilidad de 
heteroduplex con un 75 % de homologia. En esta zona ha de encon 
trarse localizado el gen de sintesis de agropina en la estirpe 
ACH5 de A. tume£aciens, que ademAs estaria presente en el posi-
ble T-DNA del pRi15834, ya que extrayendo el mRNA de raices in 
ducidas per esta estirpe y £abricando su eDNA, se observa homo-
logia entre ~ste y la zona sefialada antes. 
Para estudiar la regi6n T del pTiC58, uti-
lizado como plAsmido tipo nopalina, empleamos clones que conte-
nian un solo Eragmento de restricci6n Hindiii en cada uno de e-
llos. El T-DNA de la estirpe C58 comprende los 8 Eragmentos 
Hindiii que van desde el n~ero 10 al 23 ambos inclusive. En con 
diciones que permitian la hibridaci6n de DNA que compartiera un 
75 % de homologia, solo aparece marcaje radiactivo en la posi-
ci6n del £ragmento Hindiii n210, borde derecho de este T-DNA, 
hibridaci6n que desaparece con el lavado con 0.3x sse a 70°c 
(86 % de homologia requerida). Este £ragmento Hindiii nQ10 se 
transcribe activamente en los tumores inducidos por A. tume£a-
ciens CS8 sin que se le haya asignado ninguna £unci6n (44). Sin 
embargo, su presencia en un mRNA de o.6 Md en los tumores asi 
como su homologia con los plAsmidos de A. rhizogenes 15834 pa-
recen sugerir que estuviera relacionado con la s1ntesis de a-
grocinopina, tanto en los tumores como en las raices. 
De los resultados obtenidos en estas hibri-
daciones se desprende que las proteinas implicadas en el esta-
blecimiento y mantanimiento de la trans£ormaci6n celular han de 
ser di£erentes en el hairy root y en el crovm gall, ya que en 
este, el··T-DNA que se integra en la celula vegetal,- no se encuen 
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tJa en los pl!smidos de la estirpe 15834. Solo aprece homologia 
e~tricta en regiones que parecen codi£icar la sintesis en la c€! 
1\la de las opina.s inducidas por A. rhizogenes 15834, siendo 
~ tanto £unciones dispensables para el mantenimiento de la 
tJansfonnaci6n. La homologia con la parte del . .fragmento Sma I 
1fc contenida en el Upa I 3 no tiene una £unci6n clara ya que, 
s: bien esa zona codi.fica en los tumores inducidos por A. tume-
£tciens ACH5 la represi6n de di.ferenciaci6n hacia tallo, Punci6n 
qte se ajustaria al desarrollo del hairy root, el grado de homo-
ltgia es demasiado bajo para considerar Punciones id~nticas e1 
~bos casos. una explicaci6n pudiera ser la existencia de w1a 
S!CUencia mAs pequefla de a1 ta homologia, con tenida en ese .frag-
rrunto, que tiene aproximadamente 2.5 kb de longitud, y qU.e no 
mbria sido detectada en nuestro an!lisis. Sin embargo, en ~ 
ome£aciens A6NC, las mutaciones por inserci6n del transpos6n 
ns, a.fectando la .formaci~n de raices y .favoreciendo la apari-
d6n de tallos en tumores inducidos en determinadas plantas, m~ 
~an en una regi6n de 3.1 kb ( 36), lo que parece estar en desa 
oerdo con restringir la £unci6n a una regi6n de tamafio inferior 
a2.5 kb (1.6 kb de tamafio mAximo). En cualquier caso, la mayor 
ectensi6n de las secuencias implicadas podr!a deberse a e£ectos 
~lares tras la mutag~nesis par transposici6n (63). 
Existen diversos m1ttantes avirulentos o a-
~nuados de A. tume£aciens que presettan una regi6n T normal. 
Btas mutaciones mapean tanto en el cromosoma bacteriano como en 
Z>nas del plAsmido Ti no pertenecientes a la regi6n T (35). Es-
as 'dltimas suelen coincidir con regiones de homologia entre 
lOS plAsmidos tipo octopina y nopalina y estarian relacionadas 
ron la trans£erencia del T-DllA al ndcl eo de la c~lula vegetal o 
ron el balance hormonal. Se sabe que A. tume£acicns excreta 
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transzeatina al medio (73), viniendo su sintesis codi£icada en 
el pl!smido Ti; las mutaciones que a£ectan a su sintesis produ-
cen bacterias avirulentas, sugiriendo una alteraci6n hormonal 
al comenzar la proli£eraci6n celular. El estudio de la homolo-
gia en toda la extensi6n del pRi15834 con los pTiCS8 y pTiACHS 
nos proporciona una idea de las Punciones previas a la actua-
ci6n del T-DNA una vez integrado en el genoma vegetal. Asi he-
mos utilizado para las hibridaciones clones que abarcan toda la 
longitud de los pl!smidos Ti de C58 y ACHS, de los que se cono-
ce su mapa £1sico. Hemos establecido igualmente dos condiciones 
de hibridaci6n, siguiendo las t~cnicas del Southern "blotting", 
que permitian la estabilidad -de heteroduplex compartiendo un 75 
% y un 86 % de homologia respectivamente. Las U1timas se corre~ 
ponderian con secuencias practicamente id~nticas entre los plA~ 
midos, siendo la variaci6n de las otras debida a un~ divergen-
cia a partir de un antecesor comdn. 
Como se esperaba, las regiones de homologia 
se agrupan pre£erentemente en las ~as comunes entre los plAs-
midos Ti de A. tume£aciens CS8 y ACHS. En el caso del pTiC58, 
la zona hom6loga se agrupa, excepto los £ragmentos Hindiii 8 y 
35, en una ~ica regi6n que presenta algunas discontinuidades 
de menor homologia. Esto se puede interpretar como la presencia 
de esa regi6n del pTiC58 en el pRi15834, donde se habrian prod~ 
cido diversas reestructuraciones, eliminando o variando secuen-
cias que no codifican procesos esenciales para la infectividad 
de A. rhizogenes 15834. 
Las homologias entre pRi15834 y pTiACHS se 
encuentran mAs repartidas a lo largo del mapa de este ultimo.~ 
parece una regi6n com~n de mayor extensi6n, agrupAndose el res-
to en dos zonas, una incluyendo los fragmentos Hindiii a, 13 y 
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33Y otra mAs discontinua, situada alrededor del £ragmento 3 de 
Hildiii. 
Hacienda corresponder estas homologias en 
1~ mapas gen~ticos establecidos para pTiC58 y pTiACH5, hemos 
drterminado qu~ funciones codi£ican en A. twme£aciens, suponie~ 
de que en las zonas donde la homologia es maxima, la £unci6n co 
d~icada estarA tambi~ presente en A. rhizogenes 15834. As1, 
er la zona hom61oga entre pRi 15834 y pTiC58 se si tuan todas las 
mvtaciones que a.rectan a la virulencia (One-), siempre en zonas 
. . 
demAxima homologia (86 %)• Igualmente se encuentra presente el 
gm de sensibilidaCI. a agrocina 84 (Agr) awtque, como se dijo an 
t~iormente, la bacteria es resistente a esta bactP.riocidina, 
ptdiendo deberse este hecho a la existencia de mutaciones pun-
bales o pequeftas deleciones, no detectadas por este m~todo. 
Per dltimo, en esta zona hom61oga se encuentran los genes impl! 
cedos en la trans.ferencia del plAsmido (genes Tra) , lo que per-
mjte suponer que el plAsmido Ri es un plAsmido conjugative, con 
m~anismos a este nivel similares a los Ti, ya que su £recuen-
c:ia de conjugaci6n es muy superior al realizar los cruces en la 
m~ma planta (106), lo que sugiere que los genes Tra de A. rhi-
zcgenes 15834 sean inducibles por alguna opina sintetizada en 
lc raiz tras la in£ecci6n. 
Al igual que los genes si tuados en la regi6n 
T, no estAn presentes, como era de esperar, los que regulan el 
cctabolismo de nopalina que, por otro lado, no es sintetizada 
et las raices inducidas por la estirpe 15834. Las regiones del 
pJAsmido Ti de C58 no hom61ogas con el pRi15834 no presentan 
n:nguna £unci6n asignada en A. tume£aciens; es ta~ zonas, en c~~ 
s• de transcribirse, codificar!an Funciones no relaciona<14~?A£b;.?. .:;,. 
rectamente con la trans£onnaci6n celular, pudiendo en al~~JW\0~< 
;;; v;;f t:Y)' ,/,;Y -
' .Y},.'~ :.;: _;(-!)' ~~ 
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casos estar implicadas en procesos muy especificos ·del crown 
gall, cuya mutaei6n no alterara visiblemente el fenotipo. 
En el easo del pTiACH5 no existe homologia 
en las regiones implicadas en el catabolismo de arginina (Arc) 
y oetopina (Occ), igual que sucedia con las otras opinas en e1 
pTiC58. Situados en regiones de homolog1a estAn naturalmente 
los genes implieados en el ea~abolismo de agropina (Age), cuya 
sintesis se realiza en raiees indueidas por A. rhizogenes 15834 
lo mismo que en la estirpe A4 (101). Tambi~n se encuentran pr~ 
sentes los genes involuerados en la transfereneia del pl!smido 
(Tra), al igual que sueedia en el pTiC58. Es de resaltar la pr£ 
ximidad en el pTiACH5, de los genes Tra y Age, que hace pensar 
en una relaci6n entre el catabolismo de agropina y la moviliz~ 
ci6n del plAsmido. Asi; la regi6n hom6loga en el pRi15834 podria 
proceder de un pTiACH5 donde se hubiera producido una deleci6n 
de las secuencias implicadas en el catabolismo de octopina, a-
proximando los genes Tra a los Age, pudiendo ser la conjugaci6n 
del plAsmido inducida por agropina, como parece ser el caso (16). 
De la misma forma que en el pTiC58, las mu-
taciones One-, afectando virulencia, se sitUan mayoritariamente 
en regiones hom61ogas. Menci6n especial requieren las secuencias 
relacionadas con la incompatibilidad de pl!smidos. Existen zo-
nas relacionadas con la replicaci6n de los plAsmidos y adyaeen-
tes a su origen, que afectan al ndmero de capias de un plAsmido 
(104) permitiendo o impidiendo, de esta manera, la eoexistencia 
.. . . . 
en una misma bacteria de dds plasmidos diferentes. De esta for-
ma, una secuencia Inc igual seria formadora/receptora de una 
proteina com~n, lo que implicaria que uno de los plasmidos de-
sapareciera al multiplicarse la bacteria (3). En este caso se 
dice que ambos pl~smidos no son compatibles, perteneciendo por 
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d~inici6n al mismo grupo de incompatibilidad (85). 
Para los pTiC58 y pTiACH5 las mutaciones 
qm afectan a la incompatibilidad se sitdan en zonas hom6logas 
apRi15834; la·a£irmaci6n noes concluyente, ya que el mapeo 
per transposici6n es solo aproximado, dependiendo del n~ero de 
mt.taciones estudiadas. Sin embargo, si las secuencias Inc £ue-
rm iguales en pRi15834 yen pTiC58 y pTiACH5 significaria que 
ruroos plAsmidos no podrian coexistir en una misma bacteria; ~s­
tc, que es cierto para pTiC58 y pTiACH5 (46) no lo es entre es 
tc; y pRi15834 {18). Las secuencias Inc se sitdan proximas y e_! 
t~ de alguna manera relacionadas con el origen de replicaci6n 
(ai) (52); este or~gen se entplaza en el pTiACH5 bordeando zo-
n~ de menor homologia con el pRi15834, mientras que en el pTi 
c~ estA en una zona no hom61oga. Esto puede significar que el 
oligen de repLicaci6n de pRi15834 es diferente al de los plAs-
m:dos Ti_ no siendo afectado por la acci6n de Inc, lo que le 
pamite coexistir con estos pl~smidos. 
De los estudios sobre las homologias entre 
Its pl!smidos Ti de A. tumefaciens ACH5 y C58 con A. rhizogenes 
1!834 se desprende que los plAsmidos Ri comparten caracteristi-
ClS tanto de los pllsmidos tipo octopina como de los tipo nopa-
l:na, estando presentes, por un lado, las regiones comunes en-
t'e ambos, que estarian relacionadas con el paso de DI-lA a la c~ 
ltla vegetal, y, por otro lado, genes espec1£icos de cada tipo, 
ctmo son la sintesi de agrocinopina y la sensibilidad a agroci-
nt 84 (tipo nopalina) o la sintesis de agropina (tipo octopina). 
S: a ~sto se aflade la observaci6n de la presencia de dos plAs-
m.dos diferentes en A. rhizogenes 15834, puede aventurarse la 
~p6tesis de que ambos proceden de distintos plAsmidos Ti evo-
ltcionados, capaces de coexistir en la misma bacteria, de los 
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que uno, el mAs pequefio, conserva caracteres propios del tipo n2 
palina, como es la sensibilidad a agrocina 84, y el otro, de 154 
Md, lleva caracteres similares a los del tipo octopina, como es 
la sintesis de agropina; ~ste es el portador de la region T del 
pRi15834 ya que la agropina se sintetiza en las raices inducidas 
tras la in£ecci6n, existiendo adem!s homologia con la regi6n en-
cargada, en el T-DNA de ACH5, de·la prevenci6n de la £ormaci6n 
de brotes. Sin embargo, estos hecbos no pueden excluir la prese~ 
cia, en el DNA transferido a las raices; de secuencias hom6logas 
a los plAsmidos nopalina, bien por la sintesis de agrocinopina 
en las raices o bien por la homologia con el Pragmento Hindiii 
10, perteneciente al T-DNA de A. tumefaciens C58. 
Para comprobar la presencia de secuencias 
del pRi15834 en las c~lulas de las raices inducidas tras la in-
£ecci6n con A. rhizogenes seguimos un m~todo indirecto. De mane 
ra similar al crown gall, si se integran secuencias del plAsmido 
en el genoma vegetal, ~stas han de transcribir se dando origen 
a proteinas implicadas en el mantenimi~nto de la trans£ormaci6n 
tumoral o en la sintesis de opinas (agropina, manopina y agroci-
nopina). Si el modelo del cro\vn gall es vAlido, estas secuencias 
se debieran transcribir en mRNAs que llevaran una cola de poli A 
(86), ala manera de los RNAs eucari~ticos (110). Esto presenta 
la ventaja adicional de poder seleccionarlos con oligo dT, evi-
tando asi la contaminaci6n son RNA bacteriano, que no presenta 
esta estructura. 
Una vez aislado este mRNA en las raices, se 
sintetiz6 su DNA complementario marcado radiactivamente y se hi 
brid6 este eDNA contra DNA de pRi15834 cortado con Sma I. Apar~ 
cen 4 bandas marcadas y un quinta tras una mayor exposici6n del 
autorradiograma. La intensidad relativa de cada una puede re£1e 
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j~ tanto di£erencias en el nivel de transcripci6n como el tama 
ftc de los mRNA que hibridan con cada una de ellas. 
Se puede hacer una estimaci6n del tamafio del 
om integrado sumando los pesos moleculares de las bandas que h! 
bndan. As1, el DNA introducido por A. rhizogenes 15834 debiera 
tmer un peso molecular cercano a 27 Md, que es el doble del ta-
m~o de la regi6n T de los plAsmidos nopalina (67)• Sin embargo, 
a9Dttiendo que el T-DNA se integra en el cromosoma de la c~lula 
vfgetal (115), dos de los £ragmentos representarian uniones en-
tle el T-DNA y el DNA de la planta, lo que podria reducir su t~ 
m~o estimado basta 12-13 Md, que se corresponde con los tamafios 
de los T-DNAs en el crown gall. Esto no tiene en cuenta la pos! 
b:lidad de que este T-DNA se integre con repeticiones en serie, 
Vtrias copias juntas, como sucede en algu.nas lineas de tumores 
{t15) o que existan regiones que no transcriban. 
De esta manera, A. rhizogenes 15834, al in-
~ctar la planta a traves de una herida, integraria, mediante 
necanismos similares a los empleados por A. tume£aciens en la 
brmaci6n del crown gall, una regi6n de DNA perteneciente al pRi 
15834, en el genoma de la c~lula vegetal. Este T-DNA se uniria 
e>valentemente a DNA cromos6mico de la planta, transcribi~ndose 
~ mRNAs tipicamente eucari6ticos, que dar1an lugar a proteinas 
~plicadas en dos £unciones: por un lado relacionadas con la s1n 
esis de compuestos metabolizables por la bacteria inductora, 
~gropina, agrocinopina), actuando otras, por otro lado, sobre 
d balance hormonal de la c~lula vegetal, cuya alteraci6n perm~ 
rente conduce a·la formaci6n de raices, s1ntoma caracteristico 




Agrobacterium tumefaciens es una bacteria 
~am negativa que origina una en£ermedad denominada crown gall, 
~e afecta a la mayoria de las plantas dicotiledoneas y se ca-
rtcteriza por la aparici6n de hiperplasias de naturaleza tum~ 
rtl. Esta transfonnaci6n es debida a la integraci6n en el geno-
mt vegetal de una parte (T-DNA) de un plAsmido de gran tamano 
(,lAsmido Ti) presente en las estirpes virulentas. 
Junto con los genes necesarios para el m~ 
bnimiento de la trans£ormaci6n tumoral, este T-DNA lleva genes 
~e codifican la s1ntesis, en la c~lula vegetal, de unos compue! 
os que pueden ser metabolizados exclusivamente por la bacteria 
itductora, vi~ndose asi favorecida selectivamente. Estos compue~ 
os, opinas, favorecen tambi~ la conjugaci6n del plAsmido Ti, 
amdando a su diseminaci6n. 
AQ!obacterium rhizogenes origina en plantas 
dcotiledoneas, una en£ermedad, hairy root, cuyos sinto~as son 
b gran proli£eraci6n de raices en el punto de infecci6n y su 
persistencia una vez eliminada la bacteria. Con objeto de dete! 
ninar si ~sta enfennedad era causada por una integraci.6n de DNA 
mcteriano en la c~lula vegetal, hemos estudiado la virulencia 
ce la estirpe 15834 sobre diversas plantas de experimentaci6n. 
De nuestro trabajo hemos deducido ~1e la es 
tirpe 15834, perteneciente al biotipo 2 de Agrobacterium, es 
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resistente a agrocina 84, bacteriocidina sintetizada por ~ 
bacterium radiobacter K84, estando este dato en contradicci6n 
con lo descrito anteriormente. Nuestra estirpe no es capaz de 
metabolizar octopina o nopalina, us!ndolos como Puente de ener 
gia. En las raices inducidas tampoco se ha detectado la pres~ 
cia de estos compuestos. Sin embargo, se ha determinado la pr~ 
sencia en estas raices, de agropina y manopina, compuestos de 
actividad tipo opina en algunas estirpes de A. tume£aciens. Es 
to £ue una primera evidencia de una trans£ormaci6n tumoral. 
Hemos determinado la presencia de plAsmi-
dos en A. rhizogenes 15834, cuyo tamafio se aproxima a 258 Md 
como hab!a sido descrito. Estos plAsmidos han sido caracteri-
• 
zados por microscopia electr6nica, geles de agarosa y enzimas 
de restricci6n. 
Hemos estudiado tambi~n las homologias e-
xistentes entre estos plAsmiaos y los de A. tume£aciens C58 y 
ACH5. Se ha establecido que las homologias se sitdan mayorita-
riamente en regiones comunes entre el pTiC58 y el pTiACH5, ex-
cepci6n hecha de la regi6n T de estos plAsmidos. 
Mediante la sintesis de DNA complementario 
al rnPJJA de raices inducidas por A. rhizogenes 15834, hemos com 
probado la presencia en las c~lulas de raiz, de secuencias p~ 
tenecientes al pRi15834. El tamaflo del fragmento integrado no 
se ha establecido completamente perc puede oscilar alrededor 
de los tamaffos de los T-Dl·TA de A. tume£aciens. 
De esta manera pensamos que el hairy root 
se induce mediante la integraci6n, en la c~lula vegetal, de un 
fragmento del pRi15834, que se transcribe y traduce, alterando 
por un lade el balance hormonal y sintetizando, por otro, com-




1 ) Aerts, M., M. Jacobs, ,J.P. Hernalsteens, M. Van Montagu an 
J• Schell: Plant Sci. Lett. 11 (1979) 43-50. 
2 ) Anand, v.x: •.. and G.T. Heberlein: Amer. J. Bot. ~ (1977) 153 
-158. 
3 } Bedbrook, J.R., H. Lehrach and F.M. Ausubel: Nature 281 
(1979) 447-452. 
4 } BeltrA, R.: Microbial. Esp. 12 (1962) 13-33. 
5 ) Benedict, S.R.: J• Biol. Chem. z (1908-1909)485. 
6 ) Bergey's Manual o£ Determinative Bacteriology (8th edition) 
(1974) Ed. R.E. Buchanan & N.E. Gibbons. 
7 ) Bernaerts, M. and J• DeLey: Naeure 197 (1963) 406-407. 
8 ) Birnboim, H.c. and J• Doly: Nucleic Acids Research 1 (1979) 
1513-1523. 
9 ) Bomho££, G., P. X:lapwijk, H. Kester, R. Schilperoort, J.P. 
Hernalsteens and J• Schell: Molec. Gen. Genet. ~ 
(1976) 177-181. 
10 ) Brewin, N., J. Beringer and A. Johnston: J. Gen. Microbial. 
~ (1980) 413-420. 
11 ) Casey, J• and N. Davidson: nucleic,Acids .Research ,1 (1977) 
1539-1552· 
12 ) Casse, F., c. Boucher, J. Julliot, M. Michel and J. D~nari~ 
J• Gen. Microbial. 1!1 (1979) 229-242. 
13 } Chater, K.: NU~leic Acids Research~ (1977) 1989-1998. 
14 ) Chilton, M.D., M. Drummond, De Merlo, D. Sciaky, A. Monto-
ya, M. Gordon and E. Nester: Cell 1! (1977) 263-271. 
15 ) Chilton, M.D., R. Saiki, N. Yadav, M. Gordon and F. QUertie 
121 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA J1. (1980) 406D-4064. 
16 ) Chilton, M.D., D. Tep£er, A. Petit, C. David, F. Casse-
Delbart and J• Temp6: Nature 295 (1982) 432-434. 
17 ) comai, L. and T. ~osuge: J• Bacterial. ~ (1980) 95Q-
957• 
18 ) Costantino, P., P. Hooylcaas, H. Den Dulk-Ras and R. S~bi,! 
peroort: Gene 1! (1980) 79-87. 
19 ) Coxon, D., A. Davies, R. Fenwick, R. Sell, J• Firmin, D. 
Lipkin and H. Janes: Tetrahedron Letters!:!_ (1980) 
495-498. 
20 ) Crest£ield, A., r. Smith and F. Allen: J• Biol. Chem. 
~ (1955) 185-193. 
21 ) CUrrier, T. and E. Nester: Anal. Biochem. 76 (1976) 431-
441. 
22 ) De Beuckeleer, M., M. Leemers, G. DeVos, L. Willmitzer, 
M. Van Montagu and J• Schell: Molec. Gen. Genet. 183 
(1981) 283-288. 
23 ) De Greve, H., H. Decraemer, J • Seurinck, M. Van Montagu 
and J• Schell: Plasmid~ (1981} 235-248. 
24 Denhardt, D.: Biochem. Biophys. Res. Commun. ~ (1966) 
641-646. 
· 25 ) Depiclcer, A. , M. de Wilde, G. De Vos, R. De Vos, M.. Van 
Montagu and J• Schell: Plasmid 1 (1980) 193-211. 
26 ) De Ropp, R.: Amer. J• Bot.~ (1947) 248-261. 
27 De Ropp, R.: Phytopatbblogy'll (1947) 201-206. 
28 DeVos, G., Me De Beuckeleer, M. Van Montagu and J• 
Schell : Plasmid~ (1981) 249-253. 
29 ) Drummond, M., M. Gordon, E. Nester and M.D. Chilton: Na-
ture 269 (1977) 535-536. 
122 
30 ) Ellis, J• and P. Murphy: Molec. Gen Genet • .:!!! (1981) 36-
43. 
31 ) Engler, G., A. Depicker, R. Maenhaut, R. Villarroel, M. 
Van Montagu and J. S~hell: J. Mol •. Biol • .lli ( 1981) 
183-208. 
32 ) Engler, G., M. Holsters, M. Van Montagu, J. Schell, J.P. 
Hernalste~ and R. Schilperoof~: Molec. Gen. Genet. 
138 (1975) 345-349. 
33 ) Firmin, J. and Fenwick, G: Phytochemistry .1§. ( 1977) 761-
762. 
34 ) Firmin, J• and Fenwick, G: Nature~ -(1978) 842-844. 
35 ) Gar.finlcel, D. and E. Nester: J. Bacterial 144 (-1980) 732-
743. 
36 ) Gar.finkel, D., R. Simpson, L• Ream, F. White, M. Gordon 
and E. Nester: Cell~ (1981) 143-153. 
37 ) Genetello, c., N. Van Larebeke, M. Holsters, A. Depicker, 
M. Van Montagu and J. Schell: Nature 265 (1977) 561 
-563. 
38 ) Goldmann, A., D. Thomas et G. Morel: C.R. Acad. Sci. Pa-
ris ~ (1969) 852-854. 
39 } Guyon, P., M.D. Chilton, A. Petit, J• Temp~: Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 77 (1980) 2693-2697. 
40 Hamilton, R. and M. Fall: Experientia 27 (1971) 229-230 • 
. 41 ) Hedges, R., v. Rodr1guez-Lemoine and N. Datta: J• Gen. 
·Microbial. ~ (1975) 88-92. 
42 ) Hernalsteens, J.P., F. Van Vliet, M. De Beuckeleer, A. De-
picker, G. Engler, M. Leemers, M. Holsters, M. Van 
Montagu and J• Schell: Nature 287 (1980) 654-656. 
123 
4J ) Holmes. B. and P. Roberts: J. Appl. Bacterial. 2Q (1981) 
443-467. 
~) Bolsters, M., J.P. Hernalsteens, M. Van Montagu and J• 
Schell: "Molecular Biology o£ Plant TUmors", G. Kahl 
and J• Schell (Eds.). Academic Press, Nev York. (en 
prensa). 
~ ) Holsters, M., Be Silva, F. Van Vliet, c. Genetello, M. De 
Blok, p. Dhaese, A. Depicker, o. Inz~, G. Engler, R. 
Villarroel,M. Van Montagu and J. Schell: Plasmid 1 
(1980) 212-230. 
45 ) Hooykaas, P., H. Den Dulk-Ras, G. Ooms and R. Schilperoort: 
J• Bacterial. !11 (1980) 1295-1306~ 
if/ ) Hooykaas, P., c. Roobol and R. Schilperoort: J. Gen. Mi-
crobial. 110 (1979) 99-109. 
~ ) Hotchkiss, R.D.: Methods in Enzymology 1 (1957) 708-715. 
Academic Press, New York. 
~ ) Hull, R. and R. Sheperd: Virology 79 (1977) 216-230. 
~ ) Hyman, R., I. Brunovskis and w. Summers: J. Mol. Biol. 
(1973) 189-196. 
!1 ) Jacob, A., J• Cresswell, R. Hedges, J. Coetzee, and J. 
ringer: Molec. Gen. Genet. 111 ( ·1976) 315-323. 
~2 ) Jacob, F., s. Brenner and F. Cuzin: Cold Spring Harbor 
Symp. QUant. Biol. ~ (1963) 329-348. 
11. 
Be-
~3 ) Jeffreys, A., and R. Flavell: Cell~ (1977) 1097- 1108. 
i4) Johnson, R., R. Guderian, F. Eden, M.D. Chilton, M. Gor-
don and E. Nester: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1! 
(1974) 536-539. 
>5 ) Kemp, J.: Biochem. Biophys. Res. Comrnun~ 1.1 (1977) 862·-
124 
868. 
56 ) ~emp, J., E. Hack, D. Sutton and M. El-Wakil: Proc. 4th 
Int. Con£. Plant Path. Bact. Angers (1978) Vol. I, · 
PP• 183-188. 
57 xerr, A.: Proc. 4th Int. Con£. Plant Path. Bact. Angers 
(1978) Vol. I, PP• 101-108. 
58 ) xerr, A., P. Manigault and J. Temp~: Nature 265 (1977) 
56Q-S61. 
59 ) Kerr, A., and c. Panagopoulos: Phytopat. z. 2Q (1977) 172 
179. 
60 ) Kersters, ~., J. De Lay, P. Sneath and M. Sackin: J. Gen. 
Microbial. 1! (1973) 227-239. 
61 ) Xlapwijk, P., M. OUdsboorn·and R. Schilperoort: J• Gen. 
Microbiol. ~ {1977) 1-11. 
62 ) Klapwijk, P., T. Scheulderman and R. Schilperoort: J. Bact 
teriol. ~ {1978) 775-785. 
63 ) Klecner, N.: Cell 11 (1977) 11-23. 
64 ) Kleinschmidt, A.: Methods in Enzymology l_2B (1968) 361-
377• 
65 ) Leemans, J., R. Deblaere, L. Willmitzer, H. De Greve, J.P. 
Hernalsteens, M. Van Montagu and J. Schell: EMBO J. 
1 (1982) 147-152. 
66) Leemans, J., c. Shaw, R. Deblaere, H. De Greve, J.P. Her-
nalsteens, M. Maes, M. Van Montagu· and J. Schell: J. 
Mol. Appl. Genet. 1 (1981) 14g-164. 
67 ) Lemmers, M., M. De Beuckel.eer, M. Holsters, P. Zambryski, 
A. Depicker, J.P. Hernalsteens, M. van Montagu and 
J. Schell: J• Mol. Biol. 144 (1980) 353-376. 
68 ) Lin, B. and c. Kado: can. J. Microbial. ~ (1977) 1554-1561. 
125 
69 ) Linsmaier, E. and F. Skoog: Physiol. Plant. 1! (1965) 10o-
127. 
70) Lioret,c.: (1958) Tesis, Doctorat d'Etat (Paris). 
71 ) Lippincott, J., R. Beiderbeck and B. Lippincott: J. Bacte-
rial. !!! (1973) 378-383. 
72 ) Marko, A. and G. Butler: J. Biol. Chem. · 12Q·(1951) 165-
176. 
73 ) McCloskey, J., T. Hashizume, B. Basile, y. Ohno and s. So-
noki: FEBS Lett. 11! (1980) 181-183. 
74 ) McMaster, G. and G. Cannichael: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
74 (1977) 4835-4838. 
75 ) M~ag~, A. and G. Morel: Physiol. VAg. ~ (1964) 1-8. 
76 ) M~ag~, A. and G. Morel: c.R. Acad. Sci. (Paris) ~ (1965) 
2001-2002. 
77 ) Meyers, J., D. SAnchez, L. Elwell and s. Falkow: J• Bacte-
rial. 127 (1976} 1529-1537. 
78 Montoya, A., L. Moore, M. Gordon and E. Nester: J. Bacte-
rial. ~ (1978) 909-915. 
19 Moore, L., G. warren and G. Strobel: Plasmid~ {1979) 617 
-626. 
80 MUrai, N., F. Skoog, M. Doyle and R. Hanson: Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 77 (1980) 619-623. 
81 Murashige, T. and F. Skoog: Physiol. Plant. 12 (1962) 473 
-497· 
82 Murray, :r. and N. Murray: J• Mol. Biol. 98 {"1975) 551-564. 




84 ) Rev, P. and A. xerr: J• Appl. Bacteriol. ~ (1971) 233-236. 
85 ) Hoviclc, R. , R. Clowes, S. Cohen; R. curtiss Ill, N. Datta 
and s. Falkow: Bacteriol. Rev. ~ (1976) 168-189. 
86 ) Old, R. and s. Primrose: "Principles ol Gene Manipulation" 
P• 22. Blackwell Scientific Publications (1980). 
87 ) Otten, L• and R. Schilperoort: Biochim. Biophys. Acta 527 
(1978) 497-500. 
88 ) Petit, A., J• Temp~, A. t:err, M. Holsters, M. Van Montagu 
and J• Schell: Nature !Z1 (1978) 57G-571e 
89 ) Rigby, P., M. Di~ann, c. Rhodes and p. Berg: J• Molec. 
Biol. 11l (1977) 237-251. 
90 ) Roberts, G. and w. Brlll: Aim. Rev. Hicrobiol• 35 (1981) 
207-235. 
91 ) Roberts, w., M. Tate and A. t:err: Nature~ (1977) 379-
381. 
92 ) Schell, J., M. Van Montagu, M. De Beuckeleer, M. De Block, 
A. Depicker, H. De Wilde, G. Engler, c. Genetello, J• 
P. Rernalsteens, M. Holsters, J• Seurinclc, B. Silva, 
F. Van Vliet and R. Villarroel: Proc. R. Soc. Lond. 
B ~ (1979) 251-266. 
93 ) Sch:rfSder, G. and J. Schreder: Malec. Gen. Genet • ..:!J!2 ( 1982) 
51-55. 
94 ) ScbriSder, J., G. Sc~der, H. Huisman, R, Schilperoort and 
Je Schell& FEBS Lett. jl2 {1981) 166-168. 
95 ) Southen~, E.M.: J• Mole Biol. 2! (1975) 503-518. 
96 ) Stonier, T.: J. Bacteriol. 1.2 ( 196o)· .889-898. 




9f) Tate, M., J. Ellis, A. xerr, J. Temp~, x. Murray and x. 
Shaw: Carbobyd. Res. (1982) en prensa. 
9~) Temp~, J., P. Guyon, A. Petit, J• Ellis, M. Tate etA. 
rerr: c.R. Acad. Sci. Paris D !22 (1980) 1173-1176. 
10c) Temp~, J., A. Petit, M. Holsters, M. Van Montagu and J. 
Schell: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 (1977) 2848-
2849. 
10' ) Tep£er, D. et J• Temp~: C.R. Acad. Sci. Paris III 292 
(1981) 153-156. 
10: ) Tbomashov, M., R. Nutter, a. Montoya, M. Gordon and E. Nes 
ter: Cell jl (1980) 729-739· 
10: ) Thomasbov, M., R. NUtter, r. Postle, M.D. Chilton, F. Blatt 
ner, A. Powell, M. Gordon and E. Nester: Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 77 (1980) 6448-6452. 
10+ ) Uhlin, B. and r. Nordstr6m: J• Bacterial. 124 (1975) 641-
649 
10i ) Volvovitch, M., G. Drugeon and P. Yot: Nucleic Acids Re-
search~ (1978) 2913-2925. 
10i ·) White, F. and E. Nester: J. Bacteriol. ~ (1980) 1134-
1141. 
10' ) White, F. and E. Nester: J. Bacteriol. 144 (1980) 71D-
720. 
10l ) Willmitzer, L., De Beuckeleer, M., Lemmers, M., Van Monta-
gu, H. and Schell, J.: Nature 287 (1980) 359-361. 
1~ ) Willmitzer, L., L. Otten, G. Simons, w. Schmalenbach, J• 
Schr6der, G. Schreder, M. Van Montagu, G. De Vos and 
J. Schell: Molec. Gen. Genet. ~ (1981} 255-262. 
11) ) Willmitzer, L., w. Schmalenbach and J. Schell: Nucleic A-
cids Research 2 (1981) 4801-4812. 
128 
111 ) Willmitzer, L., G. Simons and J• Schell: EMBO J• 1 (1982) 
139-146. 
112) Yadav, N., K. Postle, R. Saiki, M. Thomashov and M.D. Chil 
ton: Nature 287 (1980) 458-461. 
113 ) Yamada, s. and H. Itano: Biochym. Biophys. Acta 11Q {1966) 
538-540. 
114 ) Zaenen, I., N. Van Larebeke, H. Teuchy, M. van Montagu and 
J• Schell: J• Mol. Biol. ~ (1974) 109-127. 
115 ) Zambryski, P., M. Holsters, x. Kruger, A. Depicker, J. 
r:':ouon:r;A 
Schell, M. Van Montagu and H. Goodman: Science (wash.) 
209 (1980) 1385-1391. 
